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ABSTRAKT

Biogenni aminy vznikaji dekarboxyldzovou aktivitou mikroorganizmi
Vv potravinach. Jejich vysoké mnozstvi pfijimané potravinami mlze ohrozit
kvalitu a bezpecnost potravin a mohou negativné pisobit na zdravi ¢loveéka.
Cilem dizertaéni prace bylo zjistit vliv faktord na dekarboxyldzovou aktivitu
vybranych kmeni enterokoki a stafylokokt izolovanych z potravin. V této préci
byl nejprve proveden skrining produkce 8 biogennich amini (fenyletylamin,
histamin, kadaverin, putrescin, tryptamin, tyramin, spermidin a spermin) u
bakterii rodu Enterococcus (celkem 33 kmenil) izolovanych z masa kralika
(Oryctolagus cuniculus) a rodu Staphylococcus (celkem 21 kmend zatfazenych
do 5 druhit) izolovanych ze stfevniho obsahu pstruha poto¢niho (Salmo trutta).
Detekce biogennich aminli byla provedena pomoci HPLC s UV detekci po
pfedchozi derivatizaci dansylchloridem. Jako faktory, které mohou vyznamné
dekarboxylazovou aktivitu ovlivnit (akcelerator vs. inhibitor), bylo sledovéano
pH, teplota a ptidavek chloridu sodného. Kinetika tvorby biogennich amina byla
méiena V pribéhu rlstu bakterii. VSechny studované enterokoky produkovaly
pfevazné tyramin a putrescin. Putrescin v mnozstvi nad 100 mg.I™" produkovaly
dva kmeny Enterococcus faecium. Tyramin byl produkovan ve velmi vysokych
mnozstvich, celkem 12 kment enterokoki tvofilo vice nez 1000 mg.l™". Suma
vSech sledovanych biogennich amini byla ovlivnéna piedev§im mnoZstvim
vyprodukovaného tyraminu. Bylo zjisténo, Ze stafylokoky jsou vyznamngj$imi
producenty biogennich amintli (tyramin, putrescin a kadaverin) neZ enterokoky
(tyramin, ojedin€le putrescin). Nejvétsi vliv na produkci biogennich amint
ze sledovanych faktori méla teplota. Pfi nizSich teplotach kultivace byla
produkce tyraminu po 24 hodinové kultivaci nizsi nez pti kultivaéni teploté 30
°C (Enterococcus faecium 2201 mg.I"; Enterococcus sp. 1700 mg.I™;
Staphylococcus pasteuri 1866 mg.l™; Staphylococcus hominis 1260 mg.l™;
Staphylococcus epidermidis 1319 mg.I™). Enterokoky produkovaly vyznamngjsi
mnozstvi tyraminu a fenyletylaminu pii pH 5 — 6, kdy s rostouci teplotou rostla
produkce v oblasti pH 6. Pfi vyssi teploté nemélo pH vyznamny vliv na
produkci tyraminu. Stafylokoky produkovaly pii pH 7 dvaaptlkrat vice
tyraminu nez pii pH 5. Nejvice byly sledované BA produkovany v médiu s
piidavkem NaCl do 3 % (w/v). Enterokoky a stafylokoky jsou vyznamnymi
producenty tyraminu.



ABSTRACT

Biogenic amines are produced by the decarboxylase activity of
microorganisms in food. Their high amounts can adversely affect human health.
Therefore, the aim of this thesis was to determine the influence of factors on the
decarboxylase activity of selected strains of enterococci and staphylococci,
which were isolated from selected food. In this work, the potencial to produce 8
biogenic amines (phenylethylamine, histamine, cadaverine, putrescine,
tryptamine, tyramine, spermidine and spermine) by FEnterococcus and
Staphylococcus strains was investigated. The Enterococcus strains (a total of 33
strains) were i1solated from rabbit meat (Oryctolagus cuniculus) and a total of 21
Staphylococcus strains were isolated from the intestinal content of a trout
(Salmo trutta). In addition, the effect of selected environmental factors; such as
temperature, pH, and salt concentration; on decarboxylase activity of the studied
microorganisms was tested. The kinetics of biogenic amines formation was
monitored during cultivation of bacteria prepared by derivatization with dansyl
chloride and analysed by HPLC equipped with UV detection. The obtained
results showed that all studied enterococci produced predominantly tyramine
and putrescin. Also, putrescin in excess of 100 mg.l" was produced by two
strains of Enterococcus faecium. Further, each of 12 strains of enterococci
produced more than 1000 mg.I" of tyramine. Therefore, the sum of all observed
biogenic amines was dependent on the amount of produced tyramine. The
obtained results indicate that staphylococci were more important biogenic amine
producers (tyramine, putrescin and cadaverine) than enterococci (tyramine,
sometimes putrescine). In accordance with obtained results it can be concluded
that, the most significant influence on biogenic amines production had
temperature. At lower cultivation temperatures, tyramine production by the
selected microorganisms was lower than at temperature of 30 °C after 24 hours
(Enterococcus  faecium 2201 mgl', Enterococcus sp., 1700 mgl”,
Staphylococcus pasteuri 1866 mg.l", Staphylococcus hominis 1260 mg.l™;
Staphylococcus epidermidis 1319 mg.I"). Enterococci produced a substantial
amount of tyramine and phenylethylamine at pH 5 - 6, with highest production
of mentioned amines at 30 °C and pH 6. The influence of pH on tyramine
production by enterococci at 30 °C was negligible. Furthermore, staphylococci
produced 2.5 times more tyramine at pH 7 than at pH 5. Also, the influence of
the addition of NaCl was apparent and the most of the tested biogenic amines
were produced when applied NaCl below 3% (w/v). In conclusion, enterococci
and staphylococci are significant producers of tyramine.
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

BezpeCnost potravin je bezpochyby diilezitou prioritou evropské politiky
nakladéani s potravinami. Tento pojem je odvozen z anglického ,,food safety” a
da se nejlépe vyjadiit jako zdravotni a hygienicka nezavadnost potravin.
BezpecCnost potravin zahrnuje spravnou vyrobni a hygienickou praxi v celém
potravinovém fetézci, tedy od vyroby hnojiv aZz po ziskani potraviny
spotfebitelem, a to vCetn¢ bezpeCnosti krmiv, souvisejicich sluzeb a obald.
Pozadavky spotiebitelll s cilem zvysit bezpecnost potravin vedou v nékterych
evropskych zemich k tvorbé pokynii ke kontrole vyskytu a tvorby biogennich
aminl v potravinach.

Vyskyt biogennich amin v potravinach a jejich vyznam v bezpecnosti
potravin je jiz dlouho znam (Gale, 1946). V poslednich 25 letech zacalo
systematické prokazovani biogennich aminti (BA) v potravindch (Shalaby, 1996;
Santos, 1996). Stale rostouci mnozstvi publikaci o pfitomnosti BA v potravinach
naznacCuje aktualnost a nezbytnost ziskat hlub$i znalosti o biochemickych
mechanizmech  produkce BA. Studium  dekarboxyldza  pozitivnich
mikroorganizmii napomaha k objasnéni plivodu BA v potravinach, ale také
rozkryva rousku poznani o akumulaci BA v potravinach a s tim souvisejici rizika
(Benkerroum, 2016; Shiling et al., 2016). Vzhledem k tomu, Ze stafylokoky 1
enterokoky jsou hojné se vyskytujicimi mikroorganizmy osidlujicimi téla
teplokrevnych Zivocichi v¢etné Clovéka, miZze dochazet k pifenosu a preziti
téchto mikroorganizmii v potravinach, a to nejenom bchem pfipravy, ale i
v prubéhu technologického zpracovani potravin (Franz, 2003; Sedlacek, 2007).

Evropska legislativa definuje maximalni povoleny limit pouze pro histamin
dle Narizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005, ve znéni pozd¢jSich piedpisti. Obsah
BA jako jednoho zvyznamnych metaboliti nékterych mikroorganizmi je
legislativou ES stanoven pouze v rybach a produktech rybolovu (histamin
<100 mg.kg"). Tento limit miZze byt v piipadé histaminu ve dvou vzorcich
z deviti z jedné Sarze piekrocen az do hodnoty 200 mgkg™. Pro produkty
rybolovu, které byly oSetfeny enzymatickym zranim v laku, je limit posunut
ve dvou vzorcich z deviti z jedné Sarze az na hodnotu 400 mgkg"' (Nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES), 2005).

1.1 Charakteristika studovanych rodi
1.1.1 Rod Enterococcus

Rod Enterococcus taxonomicky ndlezi do domény Bacteria, kmene
Firmicutes, ttidy Bacilli, tadu Lactobacillales, &eledi Enterococcaceae.
Enterokoky patfi do skupiny grampozitivnich bakterii, maji sférick¢é nebo
ovoidni bunky. Vyskytuji se po dvou, ve shlucich nebo kratkych fetizcich.
Netvofi endospory. Nékteré druhy jsou pohyblivé s nevyraznymi biciky a
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netvoii pouzdra. Bakterie rodu Enterococcus jsou fakultativné anaerobni,
chemoorganotrofni s fermentativnim metabolizmem, vyzaduji nutricné bohata
média. VyuZzivaji Siroké rozmezi sacharidi. Hlavnim produktem fermentace je
L(+) kyselina mlé¢nd bez tvorby plynu. Enterokoky mohou rist v Sirokém
teplotnim rozmezi, fada kment miize rist pti teplotach kolem -1 °C. Maximalni
uvadéna teplota ristu je 50 °C, ale teplota optimalni pro fadu druhd je 37 °C
(Sedlacek, 2007). Enterokoky jsou rezistentni vici zmrazeni a preZivaji
skladovani pfi teploté¢ -70 °C po dobu nékolika let (Lawley et al., 2012).
Bakterie jsou kataldza negativni, na krevnim agaru casto viriduji (a—hemolyza).
Rostou také v pritomnosti 6,5 % NaCl nebo pii 40 % zluc¢i v médiu a pti pH 9,6.
Zdrojem enterokokt v potravinach je pfedevsim kontaminace z vnitiniho obsahu
sttev savcl. Diky znec€iSténi Zivotniho prostiedi se vyskytuji enterokoky bézné
také v pudé, vode, na rostlinach i hmyzu (Franz, 2003; Franz a Holzapfel, 2006).
Obcas zpusobuji pyogenni infekce. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce tohoto rodu
patti E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. malodoratus, E. raffinosus, E.
flavescens (Sedlacek, 2007; Holzapfel a Wood, 2014).

Rezistence (%) Enterococcus faecium Rezistence
na vybrand antibiotika v CR v letech =itncs
2005 - 2012 = o 2 “
Aminopenicillin  Vankomycin -,m
2005 91,9 13,7
2006 90,1 3,8
2007 91,3 6,1
2008 94,0 8,1
2009 97,6 57
2010 97,3 4,8
2011 97,2 7,6 ¢
2012 97,7 11,5 n A

Obr. 1. Rezistence na vankomycin u Enterococcus faecium v Evropé v roce 2012.
Tabulka rezistence Enterococcus faecium v CR v letech 20052012 (European Centre
for Disease Prevention and Control, 2013).

V poslednich letech dochézi ke znepokojivému zvySeni vyskytu antibiotické
rezistence u enterokokt (Obr. 1). Enterokoky mohou byt pivodci alimentarnich
onemocnéni a Kklinickych infekci (mocopohlavniho systému, bakteriémie,
endokarditidy, peritonitidy, infekce mékkych tkadni panevni oblasti a
pooperaénich ran). Casto zpUsobuji infekce polymikrobniho charakteru.
U enterokoktli se miizeme setkat s rezistenci pfirozenou 1 ziskanou (pfenosnou).
Pfirozend rezistence je dana vrozenou necitlivosti bunék, vznikd disledkem
mutaci genu na bakteridlnim chromozomu. Pienosna rezistence vznika
na zakladé ptsobeni vnéjSich podminek, kdy jsou geny zodpovédné za rezistenci
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lokalizovany na plazmidech a transpozonech. Pouzivani a naduzivani antibiotik
vede k pfenosu rezistentnich enterokokli v potravinach zivocisného puvodu
(Jiménez et al., 2013; Holzapfel a Wood, 2014). Do pfirozené¢ antibiotické
rezistence fadime odolnost vii¢i cefalosporiniim, nizkym hladindm betalaktami,
sulfonamidiim a nizkym hodnotam klindamycinu a aminoglykosidl, zatimco
piikladem ziskané rezistence miize byt rezistence na chloramfenikol,
erythromycin, vysoké hladiny klindamycinu a aminoglykosida, tetracyklin,
vysoké hladiny betalaktami, fluorochinolony a glykopeptidy (zejména
vankomycin) (Top et al, 2008; Holzapfel a Wood, 2014). Rezistence
na vankomycin ma mimotfadny vyznam, nebot toto antibiotikum byva
povazovano zaposledni moznost pii 1é€beé vicendsobnych enterokokovych
infekci (Leclercq, 1997; Holzapfel a Wood, 2014).

1.1.2 Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus taxonomicky nalezi do domény Bacteria, kmene
Firmicutes, tfidy Bacilli, tadu Bacillales, ¢eledi Staphylococcaceae. Bakterie
tohoto rodu jsou sférické, vyskytujici se jednotlivé, po dvou a v nepravidelnych
shlucich, obcas v tetradach. Kolonie jsou obvykle nepriihledné a mohou byt bilé
nebo krémové, obcCas zluté¢ az zlutooranzove¢. Jsou grampozitivni, nepohyblivé,
nesporulujici, fakultativné anaerobni. Chemoorganotrofni metabolizmus je
respiratorni 1 fermentatorni. Stafylokoky jsou katalaza pozitivni a oxidaza
negativni. Rostou v pfitomnosti 10 % NaCl. Optimalni ristova teplota se
pohybuje mezi 30 a 37 °C. Stafylokoky patfi mezi vSudypiitomné bakterie,
jejich vyskyt je primarn€ svazan s kizi, koznimi Zzlazami a sliznicemi
teplokrevnych obratlovcl. Déle byvaji Casto izolovany z potravin ZivocisSného
ptivodu (maso, mléko, syry) a z nejriiznéjSich zdrojii v prostredi jako je pida,
voda, pisek a prach. Nékteré¢ druhy jsou oportunné patogenni pro zvitata
(Sedléacek, 2007).

Béhem poslednich patnacti let doSlo k vyraznému taxonomickému rozvoji
tohoto rodu, ktery nyni zahrnuje okolo padesati taxonii. Mezi koaguladza
pozitivni a novobiocin citlivé stafylokoky tadime S. aureus subsp. aureus,
S. aureus subsp. anaerobius, S. intermedius, S. schleiferi subsp. schleiferi,
S. lugdunensis. Piikladem koaguldza negativnich a novobiocin citlivych
stafylokokil jsou S. epidermidis, S. warneri, S. haemolyticus, S. hominis subsp.
hominis, S. simulans, S. carnosus. Zastupci skupiny koaguldza negativnich a
novobiocin rezistentnich stafylokokd jsou: S. saprophyticus  subsp.

saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus, S. hominis subps. novobiosepticus
(Sedlacek, 2007).

Kromé toho, Ze jsou bakterie rodu Staphylococcus jednou z hlavnich pti¢in
humdannich infekeci (od mirné infekce mckych tkani a kiZze, az k Zivotu
ohroZzujicim sepsim, endokarditidé a pneumoniim), zvysujici se antimikrobialni
rezistence této bakterie predstavuje vaznou hrozbu pro verejné zdravi (Obr. 2)
(European Centre for Disease Prevention and Control, 2013). Potraviny
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vyuzivané pro vyzivu ¢lovéka jsou zfidka sterilni. V potravinach se vyskytuji
mikroorganizmy ve formé spolecenstev, jejichz slozeni je dano pivodem a
zpracovanim potravin. VE&tSina mikroorganizmi pochézi z mikroflory pfirozené
se vyskytujici na potravindch a potravinaifskych surovindch. Stafylokoky se
do potraviny mohou dostat piedev§im béhem sklizné¢ plodin ¢i porazky
hospodatskych zvitat, bchem skladovani a distribuce. Ve vétsing pripadit maji
stafylokoky na kvalitu potravin nevratny a negativni u¢inek. Zptisobuji kazeni
potravin, méni organoleptické vlastnosti a mohou byt plivodci onemocnéni.
Staphylococcus aureus tvori nékolik desitek termostabilnich enterotoxinli. Télo
na tyto toxiny reaguje jiz nékolik minut po poziti infikované potraviny (Yang et
al., 2016).

Staphylococcus aureus, zvlast€¢ pak meticilin rezistentni (MRSA), je Zivot
ohroZzujici patogen lidi, a jeho pfitomnost v potravinach je problémem vetejného
zdravi. Studie Yang et al. (2016) potvrzuje vyskyt 12,5 % meticilin rezistentnich
S. aureus v potravindch. Ostatni sledované kmeny S. aureus (69 izolati) byly
rezistentni na tfi nebo vice antibiotik.

Rezistence

1 t0 < 5%
25 to < 50%

Obr. 2. Rezistence na meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) v Evropé
vroce 2012 (European Centre for Disease Prevention and Control, 2013).

Zastupci rodt Enterococcus a Staphylococcus mohou v potravinach
prokazovat dekarboxyldzovou aktivitu a produkovat BA (Cosentino et al., 2004,
Martin et al., 2006, Burdychovéd a Komprda, 2007, Buiikové et al., 2009, Even
et al., 2010 a Latorre—Moratalla et al., 2010).
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1.2 Charakteristika biogennich amint

Podle definice Askar a Treptow (1986) jsou biogenni aminy bazické dusikaté
slouCeniny tvofené predevSim dekarboxylaci aminokyselin nebo aminaci a
transaminaci aldehydii a ketonti. Dekarboxylace je reakce, kdy se odbourava
karboxylova skupina a vytvaii se oxid uhli€ity za ucasti dekarboxylaz (Murray,
2002). Biogenni aminy jsou organické baze s nizkou molekulovou hmotnosti
majici heterocyklickou (histamin, tryptamin), aromatickou (tyramin, B —
fenyletylamin) nebo alifatickou (putrescin, kadaverin, spermin a spermidin)
strukturu. Nékteti autofi (Bardot et al., 1993; Halasz et al., 1994; Santos, 1996;
Teti et al., 2002; Juneja a Sofos, 2010) fadi putrescin, spermin, spermidin a
kadaverin do skupiny polyamint, které hraji dilezitou roli pii regulaci funkce
nukleovych kyselin, syntéze proteinti a stabilizaci membran.

BA jsou syntetizovany mikroorganizmy, rostlinami i zivo¢ichy (ten Brink et
al., 1990; Shalaby, 1996; Newton, 2007). Dekarboxylazy vyskytujici se
v potravinaiskych surovinach a potravinach jsou oznafovany za endogenni.
Produkce endogennimi dekarboxyldzami je vSak zanedbatelnd ve srovnani
s exogenni (mikrobidlni) produkci (Wendakoon a Sakaguchi, 1993).

Bakterie, které disponuji dekarboxylazovou aktivitou, jsou zéastupci celedi
Enterobacteriaceae (napt. rody Citrobacter, Hafnia, Escherichia, Salmonella,
Serratia, Shigela, Yersinia), proteolytické bakterie rodu Pseudomonas, bakterie
rodl Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Staphylococcus (ten Brink et al.,
1990; Santos, 1996; Takahashi et al., 2003; Ozogul a Ozogul, 2007; Buiikova
et al., 2009). Také nékteré kmeny kvasinek mohou byt producenty biogennich
amind, napt. Saccharomyces cerevisiae, Hansenia sporauvarum, Candida
stellata, Kloeckera apiculata, Metschnikowia pulcherrima a Brettanomyces
bruxellensis (Romano et al., 2007). Vyjimecné tvoii BA i mikromycety napf.
Botrytis cinerea v hroznovém mostu (Baumlisberger et al., 2015).

1.3 Funkce a vyznam biogennich amini a polyamini

BA a polyaminy se podileji na metabolickych procesech v buiikach
mikroorganizmil, rostlin 1 zZivocichl,, kde vykazuji riizné biologické funkce.
Podileji se na diilezitych fyziologickych procesech. Jsou vyznamné v procesech
rustu, podileji se na diferenciaci bunck, stabilizaci membran a regulaci pH.
Mohou mit pfimo funkci hormonu nebo mohou byt stavebni latkou
pro biosyntézu hormonti ¢i alkaloidd. Jsou tak pfirozenou soucasti potravin
rostlinného 1 ZivociSného plvodu. Vznikaji také vlivem nékterych procesii
pfi zpracovani potravin (Bardot et al., 1993; Halasz et al., 1994; Santos, 1996;
Teti et al., 2002; Juneja a Sofos, 2010). Mikroorganizmy produkujici
dekarboxylazy se vyskytuji jako piirozend mikroflora suroviny nebo se
do potraviny mohou dostat jako kontaminanty pii zpracovani a v neposledni
fadé¢ je pravdépodobnost, ze jsou pifidavany do potravin v zavislosti
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na technologickém procesu vyroby (Haldsz et al., 1994). Dva hlavni divody
pro aktivaci dekarboxyla¢nich drah mikroorganizmt jsou ty, ze dekarboxylace je
jednou z bunéénych odpovédi na stres vyvolany kyselym prostiedi, kdy se
produkci zasaditych BA zvySuje intracelularni (a extracelularni) pH a dale tato
drédha mize slouzit jako doplikovy zdroj energie pro bunky (Gardini et al.,
2016).

Polyaminy se nachdzeji v mnoha organizmech a pisobi jako signélni a
regulacni molekuly. Jsou nezbytné pro normalni bunéfny riist a mnoZeni
prokaryotickych a eukaryotickych buné€k, v zéavislosti na podminkach stresu
zpisobené¢ho reaktivnimi formami kysliku, teplem, UV zafenim, kyselym
prostfedim a osmotickym tlakem (Bandounas et al., 2011). Spermidin a spermin
se podileji na vyvoji stfevni tkdn¢ savch (Santos, 1996). Spermin je schopen
regenerovat tokoferol z tokoferoxylového radikalu pies donor vodiki
z aminoskupiny. Sperminovy radikal nasledné vaze lipidové nebo peroxidové
radikaly do lipidového komplexu (Karovicova a Kohajdova, 2005). Koncentrace
sperminu v bakteridlnich bunkéch neni pfesnéji znama (Shah a Swiatlo, 2008).
U témef vSech bakterii se intracelularni obsah spermidinu pohybuje v rozmezi
6,9 — 20,7 pgl' a je vys§i nez obsah putrescinu 1,1 — 2,2 pgl’.
V eukaryotickych  bunikdch  jsou polyaminy lokalizovany piedevSim
v cytoplazmé, vakuoldch, mitochondriich a chloroplastech. Polyaminy hraji
dilezitou roli v fad¢ fyziologickych procest rostlin, ke kterym patii iniciace
kveteni a vyvoj plodii (Haléasz et al., 1994).

Biogenni aminy jsou pro lidsky organizmus v urcitych koncentracich
nepostradatelné. Maji vliv na rlst, vyvoj a diferenciaci eukaryotickych bunck
(Ptiloha I, Tab. 1). Vedle ristu bunék rovnéz ovliviiuji regulaci nukleovych
kyselin, stabilizaci membran, syntézu bilkovin, slouzi jako prekurzory nékterych
hormont, plni funkci neurotransmiterti, apod. (Bardot ef al., 1993; Halasz et al.,
1994; Santos, 1996; Juneja a Sofos, 2010). Z fyziologického hlediska mayji
nejvetsi vyznam histamin a tyramin. Histamin Ize u ¢lovéka detekovat v rtiznych
koncentracich ve tkani mozku, plic, klize, zaludku, tenkého a tlustého stieva a
délohy. Nachéazi se v zirnych buiikach, ze kterych se histamin uvoliuje
pii zanétech a alergickych reakcich. Nahlé uvolnéni histaminu zpiisobi
vazodilataci a zvySuje permeabilitu kapilar. Histamin ovliviiuje receptory
nachazejici se v mozku, které se podileji na srdeCnim rytmu, zprostiedkovava
cévni a bronchidlni svalové odpovédi pii procesech alergickych reakci,
ovliviluje pozornost a kognitivni funkci mozku. Podili se také na stimulaci
receptorit vyvolavajicich sekreci zalude¢ni kyseliny a kontrakci hladkého
svalstva stfev (Rangachari, 1992; Coruzzi et al., 2001; Jorgensen et al., 2007,
Maintz a Novak, 2007). Toxicita histaminu je zesilena v piitomnosti dalSich
aminil, jako jsou kadaverin a putrescin, které sniZuji uCinnost detoxikacnich
mechanizmi  monoaminooxiddz a  diaminooxiddz  (Shalaby, 1996).
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Fenyletylamin je inhibitorem diaminooxiddzy a histamin—N-metyltransferazy
(Santos, 1996).

Tyramin a fenyletylamin jsou fazeny do skupiny stopovych endogennich
amint s velkou strukturni podobnosti a funkci monoaminovych neuropifenasect.
Slouzi k udrZzeni neurondlni aktivity monoaminovych neurotransmiterd. Jsou
vazadny na proteiny a propojeny receptory (pfitomnymi na cytoplazmatické
membrané¢ bunck), znichz nckteré jsou specificky aktivovany stopovymi
endogennimi aminy (Lindemann et al, 2005; Berry, 2007). Tyto receptory se
nachazi v cévach, coz vysvétluje u€inek tyraminu na krevni tlak. Tyramin muaze
byt pfeménén na oktopamin a dale noradrenalin, ktery zplsobuje hypertenzi a
jiné sympatomimetické u¢inky (Maguire et al., 2002; Lindemann et al., 2005;
Berry, 2007). Tyramin patii k nejhojnéji se vyskytujicim BA ve fermentovanych
vyrobcich. Vzhledem k tomu, ze je silnym vazokonstriktorem, mize
pii vysokych koncentracich v organizmu vyvolat hypertenzi, migrény, krvaceni
do mozku a selhani srdce (Kuley a Ozogul, 2011). Fenyletylamin ma vyznamné
biologické funkce veetné vaskuldrnich U€inkli (Zamora et al., 2012).

Polyaminy putrescin, spermin a spermidin (vzniklé metylaci z putrescinu)
maji esencialni vliv na rist bunck, regulaci genové exprese tim, Ze méni
strukturu DNA modulaci signalnich drah a pfi modulaci cest pfenosu signalu.
Molekuly polyamind pii fyziologickém pH nesou kladny ndboj na jejich
primarni a sekundarni aminoskupiné. Tak polyaminy mohou plsobit jako
ligandy na riznych mistech DNA, RNA, proteinech, fosfolipidech a
nukleosidtrifosfatech. Optimalni funkce bunck vyzaduje urcity intracelularni
obsah polyamini. Malé mnoZstvi peroralné podavanych polyaminl indukuje
rast bunck, avSak vEétSi mnoZstvi rist ve skuteCnosti inhibuje. Studie, ktera
polyaminy fadi mezi latky dilezité pti vyvoji stfevniho epitelu, uvadi, Ze
polyaminy hraji také roli v prevenci potravinovych alergii (Dufour et al., 1988;
Dandrifosse et al., 2000; Linsalata a Russo, 2008).

1.4 Mechanizmus tvorby biogennich amini u bakterii

Bakterie produkujici biogenni aminy jsou ve svém genomu vybaveny geny
pro dekarboxylazy, které se daji rozdé€lit dle jejich substratu. Na Obrazku 3 jsou
zobrazeny reakce, jez jsou soucasti sekundarniho metabolizmu. U enterokokt se
velmi Casto popisuje piitomnost genu pro membranoveé vazanou
tyrozindekarboxylazu (zdc) (Bhardwaj et al., 2009; Marcobal et al., 2012), ale
mohou se vyskytnout i jiné. Stafylokoky izolované z potravin mohou disponovat
celou fadou dekarboxyldz, které tvoii histamin, putrescin, kadaverin a dalsi
(Pachlové et al., 2016).
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Obr. 3. Produkce biogennich aminii dekarboxylaza pozitivnimi mikroorganizmy
(upraveno podle Halasz et al., 1994).

TDC -  rozindekarboxylaza, HDC  —  histidindekarboxyldza, = LDC  —
lyzindekarboxylaza, ADC — arginindekarboxylaza, ODC — ornitindekarboxylaza,
PheDC — fenylalanindekarboxylaza, AgUH — agmatinureohydroldza, SpdS -
spermidinsytetaza, SpmS — sperminsyntetdza.
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Obr 4. Draha biosyntézy putrescinu u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
(upraveno dle Budin—Verneuil et al., 2006; Benkerroum, 2016).

Gramnegativni a grampozitivni bakterie — modra, bakterie mlécného kvaseni —
cervena draha. ARG — arginaza;, AUH — argininureohydroliza;, ADC -
arginindekarboxylaza; AgDI — agmatindeimindza, PCT —
putrescinkarbamoyltransferaza;, ODC —  ornitindekarboxylaza, AGM/AUH —
agmatinaza/agmatinureohydroldza;, OCT  ornitinkarbamoyltransferaza; ADI —
arginindeimindza, CK — karbamadtkinaza; ADP — adenosindifosfat; ATP -
adenosintrifosfat.

Na mikrobiadlni tvorbé putrescinu se podili 5 drah (Obr. 4) -
arginindekarboxyldzova drdha (A - C), drdha argindz (D, E), cesta
agmatindekarboxyldzy (A — F), draha arginindeamindzy (A, H a I) a
ornitindekarboxylazy (E). Pro gramnegativni a grampozitivni bakterie je
znazornéna modfe, Cervend drdha znizorfiuje biosyntézu putrescinu u bakterii
mlééného kvaSeni, aCkoli nckteré bakterie mlé¢ného kvaseni mohou vyuzivat
drédhu ADI (G) (Budin-Verneuil et al., 2006; Benkerroum, 2016). Glutamat je
pfeménovan biosyntézou argininu. N&které mikroorganizmy vyuzivaji ornitin
jako meziprodukt biosyntézy putrescinu. L —ornitin je tvofen =z argininu
katabolickou drahou argindzami u nékterych bakterii a kvasinek a vznikaji jiné
produkty nez putrescin. Biosyntéza putrescinu z agmatinu je vlastnost kmenové
specifickd. Draha agmatinu (AGM) je biosyntetickd trasa vyznacujici se tvorbou
spermidinu, ktery mize byt z buiitky vyloucen. Tato draha byla popsana nejen
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u zastupci Celedi Enterobacteriaceae (Shah a Swiatlo, 2008), ale i u rodu
Bacillus (Ivanova et al., 2003) a Pseudomonas (Ichise et al., 2015). K pievaze
metabolizmu za pfitomnosti agmatindz dochazi u bakterii zplsobujicich
kontaminaci mléka. Drdha agmatindeamindz (AgDI) se vyskytuje u roda
Pseudomonas, Aeromonas a bakterii mlé¢ného kvaseni. Vysledkem této drahy je
tvorba adenozintrifosfatu (ATP), alkalizace média a hromadéni putrescinu.
Zminéna draha je pravdépodobné nejcastéji vyuzivana pro podporu riistu bunék,
které jiz vyCerpaly ziviny ve svém okoli. Bylo prokdzéno, ze produkce
putrescinu bakterialnim druhem Lactococcus lactis byla rychlejsi ve stacionarni
fazi rastové kfivky (del Rio et al., 2015).
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Obr. 5. — Biosyntéza polyaminu (Morgan, 1999).
Ornitindekarboxylaza (ODC), spermidinsyntetdaza, sperminsyntetdza, acetylkoenzym A

— N'-spermidin/spermintransferdza (SSAT), polyaminoxidaza (PAO),
N*-acetylspermidintransferdza,  diaminooxidiza ~ (DAO),  S—adenosylmetionin
dekarboxylaza  (SAM),  S—adenosylmetioninhomocysteinamin  (SAMHC), 5'-

metyltioadenozin (5 'MTA).

Je obecné piijimano, Ze pokud jsou buiky vystaveny okyseleni,
dekarboxyla¢ni drahy jsou aktivovany pro zvySeni odolnosti bun€k a udrzeni
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bunéné¢ homeostazy (Pereira et al., 2009). Alkalizace ristového média pak
zmiriiuje G¢inek kyselosti na rast bakterii. Nékteré kmeny bakterii mohou mit
navic geny pro alternativni drahy tvorby putrescinu (Romano et al., 2014).
V priibéhu dekarboxylace dochazi ke spotfebovani intracelularnich H™ (Kanjee
et al., 2011) a vzniklé BA napf. tyramin jsou transportovany antiport systémem

(TyrP) do vné&jsiho prostiedi vyménou za substrat napt. tyrozin (Marcobal ef al.,
2012).

Tyrozindekarboxylaéni draha je pfitomna pouze u nékterych bakterii a je
povazovana spiSe za kmenoveé nez druhové specifickou (Bunkova et al., 2009).
Podle Marcobal et al. (2006) byly tyrozindekarboxyldzy identifikovany
u grampozitivnich bakterii, a to zejména u bakterii mlé¢né¢ho kvaseni, véetné
enterokokil. Enterokoky jsou typické tim, Ze maji schopnost pfezivat vykyvy pH
(Franz et al., 2011; Marcobal et al., 2012). Akumulace nadmérného mnozstvi
tyraminu ve fermentovanych potravinach je pfipisovana pravé enterokokiim
(Suzzi a Gardini 2003; Foulquie Moreno et al., 2006; Komprda ef al., 2008a,b).
Ptitomnost genu kodujiciho tyrozindekarboxylazu byla prokazana u druhti
Enterococcus faecalis, E. faecium (Ladero et al., 2012), E. durans (Linares et
al., 2009) 1 E. mundtii (Gatto et al., 2016). Jejich tyrozindekarboxyldzy maji
k tyrozinu jako substratu vysokou afinitu (Ladero et al., 2012). Bargossi et al.
(2015b) u E. faecalis a E. faecium popisuji zvySenou expresi genu
pro tyrozindekarboxylazu v po¢atku exponencialni faze rtstu. Toto maximum
nekoresponduje s maximalnim mnozstvim namnoZenych bunék v daném
substratu. Je tedy jasné, Ze produkce tyrozindekarboxylazy neni odpovédi
na nedostatek zivin a stradani typické pro stacionarni fazi. To je jeden z dikazi,
ze tyrozindekarboxyla¢ni drdha neni v kompetici s dalSimi energetickymi
metabolickymi drahami (Pessione et al., 2009).

Navic bylo v nedavné dob¢ zjiSténo, ze bakterialni tyrozindekarboxylazy jsou
schopné také dekarboxylace fenylalaninu (za tvorby fenyletylaminu) a dalSich
aminokyselin, coz naznacuje spole¢ny fylogeneticky ptivod tyrozindekarboxyldz
z jednoho genu nebo skupiny genii (Newton, 2007). Pessione et al. (2009)
proteomickou  studii = prokézali  pfitomnost = membranové = vazané
tyrozindekarboxylazy u E. faecium dekarboxylujici také fenylalanin, ovSem
pouze se stupném konverze 10 %. Je vSak zajimavé, Ze tato dekarboxylacni
aktivita viici fenylalaninu nebyla prokazana u E. faecalis.

Tvorba histaminu v potravinach vyzaduje pfitomnost histidindekarboxylaza
pozitivnich mikroorganizmi, je vSak 1 zavisla na kultivanich podminkach a
zpravidla neni rodov€ a ani druhové podminéna. Mezi mikroorganizmy
produkujici histamin patii fada bakterii izolovanych z riznych potravinatskych
vyrobki. Mezi gramnegativni bakterie tvofici histamin se fadi Enterobacter
aerogenes, Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii,
Plesiomonas shigelloides, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Aeromonas
hydrophila, Shewanella putrefaciens, Acinetobacter Iwolffii, Vibrio sp. aj. Tyto
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bakterie tvofi i polyaminy (Landete et al., 2007; Juneja a Sofos, 2010; Linares
etal.,2011; Romano ef al., 2014).

Jak jiz bylo zminéno, na dekarboxylaci aminokyselin a tvorbé BA se podileji
hlavné exogenni enzymy, které jsou uvolnény dekarboxylaza pozitivnimi
mikroorganizmy (Fedda et al, 2001; Ozogul a Ozogul, 2007). Jedni se
predevsim o ¢etné druhy hnilobnych bakterii (napf. klostridia a pseudomonady),
ale také o tadu druhl bakterii mlécného kvaSeni (napf. laktobacily) a
bifidobakterie (Sméléa et al, 2004; Kohajdova et al., 2008; Goodfellow et al.,
2011; Pokusa et al., 2011).

Syntéza BA je u bakterii spojena s energetickym metabolizmem a napomaha
chranit buiiky vici stresu z kyselého prosttedi (Konings et al., 1997; Foster,
2004). Bakterialni dekarboxylazy vykazuji zvySenou aktivitu vici L — formam
zakladnich alifatickych aminokyselin (L-lyzinu, L-argininu a L—ornitinu)
(Kohajdova et al, 2008). Dekarboxylazy aminokyselin spotifebovavaji
intracelularni protony prosttednictvim specifického antiportového systému.
Dulezitym aspektem pro funkci a regulaci rGznych dekarboxylaz je
oligomerizace. K reakci dochazi, kdyZ buniky maji neptiznivé podminky pro rist
(nedostatek Zivin a stresové podminky ristu) a dochdzi k vyznamnym zménam
fyziologie, v¢etné indukce genti, odpovédi na stres a k biosyntéze aminokyselin
(Kanjee et al., 2011).

Pti tvorbé BA dekarboxylaci aminokyselin byly identifikovany dva specifické
mechanizmy. Prvni mechanizmus probiha za ucasti pyridoxal—-5—fosfatu, ktery je
povazovan za soucast enzymu dekarboxylazy — jako kofaktor (Obr. 6). Pokud se
pyridoxal-5—fosfat vyskytuje ve sledované potravin€, dochdzi s vysokou
pravdépodobnosti k produkci BA (Marcobal et al, 2006). Tyto reakce jsou
rovnovdzné a jsou katalyzované aminotransferdzami. Aktivni misto
dekarboxyla¢niho enzymu je tvofeno pyridoxal-5—fosfatem, kdy konkrétné
aldehydova skupina pyridoxal-5—fosfatu (kofakotru) reaguje s aminokyselinami
za vzniku meziprodukti (Schiffovy béze). Tyto jsou poté dekarboxylovany,
pticemz jsou ziskany odpovidajici aminy (Obr. 6). Druhy mechanizmus zahrnuje
pyruvoylovy zbytek misto pyridoxal-5—fosfatu. Pyruvoylova skupina je
kovalentn¢ vazana na aminoskupinu enzymu a funguje pii dekarboxylaci
podobnym zplisobem jako pyridoxal—5—fosfat (Obr. 7) (Juneja et al., 2010).
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2010).

Hlavni faktory ovliviyjici kinetiku dekarboxylacnich reakei (tj. mnozstvi
enzymu a substratu, aktivita enzymu, teplota, pH, pfitomnost inhibitoril) mayji
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velky vyznam. Pochopeni vyznamu faktorti ovliviiujicich rychlosti enzymové
katalyzovanych reakci je vyznamné naptiklad pro toxikologii. Rostouci teplota
zvySuje rychlost dekarboxyldzami katalyzovanych reakci jen v pfesné
vymezeném rozsahu. Optimalni teploty vétSiny enzymii maji hodnoty stejné
nebo o malo vétsi nez je optimalni teplota riistu. Rychlost reakce ovliviiuje 1 pH.
Pti limitnim pH jiZ miZe dochdzet k denaturaci enzymii, anebo ke zménam
nabitého stavu slab¢ kyselych nebo bazickych skupin aminokyselin (prekurzora
BA) (Murray, 2002).

1.5 Vyskyt a vyznam biogennich amint v potravinach

BA jsou pfirodni antinutri¢ni ¢initelé (napi. inhibitory enzymi), podilejici se
na otravach potravinami (Shalaby, 1996). Vyskyt BA lze ptfedpokladat prakticky
ve vSech potravinach, které obsahuji proteiny ¢i volné aminokyseliny a
umoziuji mikrobidlni a biochemickou ¢innost (Santos, 1996). Nadlimitni tvorba
BA v potravinach je podporovana pritomnosti mikroorganizmii produkujicich
v hojné mite dekarboxylazy (Halasz et al., 1994).

BA jsou pfitomny v Siroké Skéle potravinaiskych produktli, véetné rybich
vyrobkill, masnych vyrobkili, mlécnych vyrobki, vina, piva, zeleniny, ovoce,
ofechi a cokolddy. Produkci BA v potravinich mimo jiné ovliviui
technologické procesy vyroby, napf. inhibi¢ni a akceleracni faktory ovliviujici
mikrofloru (pH, teplota, koncentrace NaCl, pfistup kysliku a dalsi) (ten Brink
etal., 1990).

BA mohou byt oznafeny jako indikéatory kvality a cCerstvosti potravin.
Naptiklad putrescin a kadaverin jsou povazovany za indikdtory Cerstvosti ryb.
Tyto BA jsou indikatory zacinajiciho rozkladu ti¢nich a motskych produkti
(Lakshmanan et al., 2002; Kuley et al., 2012).

Juneja a Sofos (2010) uvadéji, ze koncentrace BA se zvySuje v prabéhu
skladovani potravin v duasledku mikrobialni metabolické aktivity. K tvorbé
téchto slouCenin znacnou mérou ptispiva kulturni, u fermentovanych potravin
zamérné vyuzivana, ale 1 kontaminujici mikroflora.

Ve fermentovanych potravindich mohou byt za pivodce BA a polyamini
oznaceny spiSe nonstartérove mikroorganizmy, zastupci rodl Enterococcus
(Enterococcus faecium), Lactobacillus a Staphylococcus (S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. hominis, S. warneri). Staphylococcus carnosus a S. xylosus
mohou byt soucasti startérovych kultur pro vyrobu fermentovanych masnych
vyrobkll (Gardini et al., 2001; Bover—Cid et al., 2001,2008; Suzzi a Gardini,
2003; Landete et al., 2007). Kone¢nd koncentrace BA muiZe byt ovlivnéna
dobou fermentace a skladovani, kdy je dan prostor k mnozeni a
dekarboxylazové aktivité mikroorganizmul.

23



V nefermentovanych potravinach je vyskyt BA spojen s nezéddoucim
rozkladem bilkovin. V nékterych publikacich jsou popsany korelace mezi
tvorbou BA a snizenim obsahu volnych aminokyselin; aminokyseliny vSak
mohou byt proteosyntézou inkorporovany do proteini. Volné aminokyseliny
jsou obecné pfitomné ve tkdnich a jejich mnozstvi se miize zvySovat post
mortem (Wendakoon et al., 1990). Autolytické zmény, zejména v mase
(svaloving), hraji diileZitou roli pi1 uvoliiovani aminokyselin do svalové tkang,
coZz umoznuje snadnéj$i pronikani bakterii a zpusobuje piiznivé podminky
pro ¢innost prislusnych dekarboxylaz (ten Brink et al., 1990).

Implementace a dodrzovani systému analyzy nebezpeci a stanoveni kritickych
kontrolnich bodd (HACCP), kvuli zamezeni kontaminace potravin
technologicky nezadoucimi ¢i potencialné patogennimi nebo patogennimi
mikroorganizmy, hraje vyznamnou ulohu pfi pfedchazeni produkce BA témito
kontaminanty (ten Brink ef al., 1990; Hernandez—Jover ef al., 1996).

Studované rody v této dizertacni praci, Enterococcus a Staphylococcus, jsou
Siroce rozSifeny v prostiedi a pfedevSim v potravindch. V nasledujicich
kapitolach bude popsan nejen vyskyt biogennich amind v potravinach, ale také
vztahy mezi zminénymi mikrobidlnimi rody.

1.5.1 Nefermentované potraviny

Ovocné §tavy, nektary a limonady vyrobené z pomerancl, malin, citroni,
grapefruitli, mandarinek, jahod, rybizu a hroznli obsahuji rizné BA, pievazné
putrescin (Dabrowski ef al., 2005). Halasz et al. (1994) uvadé;i vysokou hladinu
amint (YBA>600 mgkg') piirozené se vyskytujicich v pomerancové §tave
(noradrenalin a tryptamin), v rajceti (tyramin, tryptamin a histamin), v bananech
(tyramin, noradrenalin, tryptamin a serotonin), ve Svestkach (tyramin a
noradrenalin) a v listovém Spenaté (histamin). Fenyletylamin je mimo jiné takeé
piirozenou soucasti kakaovych bobll, vyskytuje se v cokoladé, ¢okoladovych
vyrobcich a cukrovinkdch obsahujicich ¢okoladdu. Divodem vyskytu
fenyletylaminu v ¢okolad€ je nejen jeho ptitomnost v Cerstvych kakaovych
bobech, ale také diky fermentaci, ke které dochdzi béhem zpracovani kakaovych
bobti. Histamin a tyramin jsou zastoupeny ve vétSich koncentracich v kakaovych
bobech nez putrescin, spermidin a spermin. Kadaverin, serotonin a
fenyletylamin jsou pfitomny ojedinéle, a to ve velmi nizkych koncentracich.
Tvorba biogennich aminil ve fermentovanych kakaovych bobech je ovlivnéna
piredevsim bakteriemi rodi Gluconobacter a Acetobacter, jejichz koncentrace
mize byt az 10°CFU.g" (Restuccia et al., 2015). Dale nékteré druhy volng
rostoucich jedlych hub celedi Boletaceae obsahuji také vysoké hladiny
fenyletylaminu (<500 mg.kg™") (Dadékova et al., 2009).

Cerstvé maso obsahuje velmi malo mikroorganizmi. Do svaloviny vSak
Casem pronikaji hlavné aerobni mikroorganizmy, v mensi mife anaerobni.
V mase se mizou vyskytovat bakterie rodt Yersinia, Clostridium, Salmonella,
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Staphylococcus (Alves et al., 2016; Duan et al., 2016; Wang et al., 2016). Mezi
nejcastéji se vyskytujici BA v syrovém mase patii histamin, kadaverin, putrescin
a tyramin. Vysoky obsah polyaminii sperminu a spermidinu byl popsan
v dritbezich, veprovych a hovézich jatrech, kterd jsou vybavena detoxikacnim
mechanizmem odbouravajicim BA v mitochondriich (Krausova et al, 20006).
Cerstvé i opracované vepfové maso obsahuje vysoké hladiny adrenalinu,
spermidinu a sperminu, ale nizké hladiny noradrenalinu, putrescinu, histaminu,
kadaverinu a tyraminu (Nadon et al., 2001). Pi1 skladovani masa dochazi vlivem
enzymové¢ aktivity pfitomné mikroflory ke zvySovani obsahu BA (Ntzimani
et al., 2008). Vysoké hodnoty BA byly stanoveny nejen v syrovém hovézim a
vepfovém mase, ale i v tepelné opracovaném mase (Dabrowski et al., 2005).
Hodnoty BA v mase uchovavaném pfi teplotach nad 8 °C dosahuji u tyraminu <
250 mgkg', kadaverinu < 340 mgkg' a putrescinu <80 mgkg' (Suzzi a
Gardini, 2003).

K nefermentovanym potravindm s vySSimi koncentracemi BA patii motske
produkty. V cCerstvém rybim mase je sice obsah BA zanedbatelny, avSak
obsahuje vysoké hodnoty histidinu (prekurzor tvorby histaminu). Tvorba
histaminu v motskych produktech je ovlivnéna spiSe mikrobidlni cinnosti
nez endogenni aktivitou histidindekarboxylazy (Haldsz et al., 1994; Dabrowski
et al., 2005). Histidin je mikroorganizmy metabolizovan deaminaci na kyselinu
urokanovou nebo dekarboxylaci za vzniku histaminu. Nejvyznamnéj$imi
producenty histaminu jsou zastupci Celedi Enterobacteriaceae, vetné rodu
Proteus (Kimata, 1961), druhll Klebsiella pneumoniae (Lerke et al., 1978),
Hafnia alvei (Ferencik, 1970; Taylor a Speckhard, 1983) nebo psychrotrofni
bakterii této Celedi (Furutani et al., 2013; Tahmouzi et al., 2013), dile potom
napt. Staphylococcus capitis. Studie mikrobialniho osidleni produktl rybolovu
poukazuje na produkci velkého mnozstvi histaminu a naslednych otrav
1 za nizkych chladirenskych teplot (Dabrowski et al., 2005).

Obsah BA vyrazné roste s délkou skladovani masa, jez je spojena s jeho
kaZzenim (Shalaby, 1996). Vysoké koncentrace BA mohou pii posuzovani
kvality potravin signalizovat potravinu v pokro¢ilém stupni rozkladu (Juneja a
Sofos, 2010). Avsak ptitomnost BA v potravinach nemusi byt v ptimém vztahu
s vysokym poctem bakterii, stafim potraviny nebo jakosti potravin (Santos,
1996). Hladina histaminu, putrescinu a kadaverinu je obyvkle zvySovana béhem
kaZzeni ryb a motskych produktl, zatimco mnoZstvi sperminu a spermidinu
béhem tohoto procesu klesa (ten Brink et al., 1990). U pstruha duhového byl
detekovan kadaverin, putrescin, spermin a spermidin ve vys$§ich hodnotach, a to
v zavislosti na dob¢ skladovani s ménici se teplotou. U ryb ¢eledi Scombridae
(makreloviti) a Clupeidae (sledoviti) byly stanoveny rizné biogenni aminy
(histamin, putrescinu, kadaverin, tyramin, spermin, spermidin) (Yatsunami a
Echigo 1993; Shalaby, 1996).
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Mikroorganizmy v mléce patii mezi dalsi rizikovou skupinu produkujici BA.
Mikroflora mléka se sklddd pirevazné ze zastupct rodu Staphylococcus a
Streptococcus, ale obsahuje také bakterie mlécného kvaSeni se zastupci
enterokok (Reviriego et al., 2005; Jiménez et al., 2008). Enterokoky jsou brzy
po narozeni nedilnou soucésti gastrointestinalniho traktu savcl. Mléko
piedstavuje jeden z prvnich zdroji pfijmu bakterii rodu Enterococcus v lidské
populaci. Nékteré kmeny jsou pouzivany jako probiotika (Bhardwaj et al., 2010)
a pii vyrobé fermentovanych mléénych vyrobkli. Enterokoky se vyskytuji
v masle, zmrzlinach, smetané, jogurtech, v Cerstvém, pasterizovaném i suSeném
mléce. AvSak nesmi byt opomenuto, ze enterokoky jsou oportunni patogeny,
které mohou zpusobit celou fadu infekci (Manson et al., 2003; Pomba et al.,
2010; Zou a Shankar, 2016).

1.5.2 Fermentované potraviny

Pi1 ptipravé fermentovanych potravin lze ocekavat vyskyt mnoha druhii
mikroorganizmil, z nichZ nékteré jsou schopny produkovat BA (Tab. 1). Mezi
fermentované¢ potraviny patii fermentované masné a rybi vyrobky, syry,
fermentovana zelenina, pivo a vino (Santos, 1996). Na zacatku fermentace se
vyskytuje zejména kadaverin a histamin, na konci spiSe putrescin a tyramin.
Ve findlnim vyrobku mize byt také pfitomen tryptamin, fenyletylamin,
spermidin a spermin. Dand skutecnost mlize byt vysvétlena tim, ze v ptipadé
fermentace maji pfitomné mikroorganizmy dostatek Casu metabolizovat ¢i
produkovat vice substanci (Kohajdova et al., 2008; Buiikova et al., 2010).

Fermentace je ovlivnéna zastupci bakteridlnich rodh Brevibacterium,
Enterococcus, Kocuria, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Staphylococcus nebo Streptococcus, kvasinkami Torulopsis,
Kluyveromyces a Candida nebo také plisnémi (napi. Botrytis, Penicillium,
Stachybotrys), ptipadné¢ dalSimi mikroorganizmy (Haladsz et al, 1994,
Chittpurna et al., 2011).

Typickymi piedstaviteli dekarboxylaza pozitivni mikroflory, ktefi mohou
kontaminovat vyrobu fermentovanych produktid, jsou zastupci celedi
Enterobacteriaceae (Halasz et al, 1994). U izolath rodh Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Serratia ziskanych z fermentovanych klobas
byla zjiSténa produkce polyaminli kadaverinu a putrescinu (Bover—Cid ef al,
2003). U enterobakterii izolovanych (Hafnia, Serratia, Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Pantoea) z masa, fermentovanych
masnych vyrobkli a syri byla detekovana hojna produkce polyaminti. Krome
putrescinu a kadaverinu byl v ristovém prostfedi detekovan 1 histamin a tyramin
v mnozstvich 10-100 mg.I" (Pircher et al, 2007). BA mohou také tvofit
mikroorganizmy zodpovédné za dufeni syra (rod Clostridium).
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Tab. 1. Mikroorganizmy produkujici biogenni aminy.

. Biogenni Producenti biogennich amnti Reference
Potravina .
aminy
Histamin Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae,
Hafnia alvei, Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis, Enterobacter cloacae, Enterobacter Rehbein et al.,
Ryby aerogenes, Ser_ratia fonticola, Se;_rratia 2009; Deabes et
liquefaciens, Citrobacter freundii, Pseudomonas al., 2013; Hu et
fluorescens, Pseudomonas putida, Aeromonas al., 2014
sp., Plesiomonas shigelloides, Photobacterium
sp., Clostridium sp.
Histamin Lactobacillus buchneri Marino et al.,
Tyramin  Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, 2000; Linares
Enterococcus durans, Entererocccus hirae, et al., 2009;
Syry Lactobacillus brevis, Lactobacillus curvatus Nout, 1994
Putrescin  Enterobacteriaceae (Enterobacter, Serratia, Chaves—Lopez
Escherichia, Salmonella, Hafnia, Citrobacter, et al., 2006;
Klebsiella) Lactobacillus brevis Lucas et al.,
2007
Kadaverin Enterobacteriaceae Lucas et al.,
Histamin  Oenococcus oeni, Lactobacillus hilgardii, 2005;Moreno et
Pediococcus parvulus al., 2008
Tyramin  Lactobacillus brevis, Lactobacillus hilgardii,
. ) Lucas et al.,
Vino Leuconostoc mesenteroides, Lgctobacﬂlus 2007
plantarum, Enterococcus faecium
Putrescin  Lactobacillus brevis, Lactobacillus hilgardii, Lucas et al.,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 2007; Ancin-
buchneri, Lactobacillus zeae, Leuconostoc Azpilicueta et
mesenteroides, Oenococcus oeni al., 2008
Histamin Enterobacteriaceae, Staphylococcus capitis
Tyramin  Staphylococccus carnosus, Staphylococccus
xylosus, Staphylococccus epidermidis,
Staphylococccus saprophyticus, Lactobacillus shiling et al
curvatus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus ! |2ng etal,
: : . 016
Maso bavaricus, Lgctochnlus brevis, _
Carnobacterium divergens, Carnobacterium
pisicola
Putrescin  Enterobacteriaceae, Morganella morganii,
Serratia liquefaciens, Pseudomonas, .
Lactobacillus curvatus, Enterococcus sp. Xieetal., 2016
Kadaverin Enterobacteriaceae

Zastupci rodu Enterococcus jsou vyznamnymi producenty BA (AGM -
agmatin, CAD — kadaverin, HIS — histamin, PHE — fenyletylamin, PUT —
putrescin, SPD — spermidin, SPM — spermin, TYM - tyramin) v riznych
potravindch (Tab. 2). Dostupna literatura nepopisuje tvorbu tryptaminu (TRP)
u enterokoktd. Standarova et al. (2009) sledovali dekarboxyldzovou aktivitu
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Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae, E. malodoratus,
E. casseliflavus, E. avium, E. gallinarum a E. mundtii. Do dekarboxyla¢niho
média byl pfidan pyridoxal-5—fosfat. Produkce histaminu nebyla prokazana
u zddného z testovanych kmentl. E. faecalis a E. faecium jsou této studii
oznadeny za nejvétsi producenty tyraminu (1485-2363 mg.I"). V praci je také
jako vyznamny producent tyraminu uveden E. casseliflavus (< 2016 mg.1"), coz
je pii srovnani s praci Rea et al. (2004), ktefi uvadéji, ze kmen tohoto druhu
(izolat ze syru Cedar) je tyrozindekarboxylaza negativni, odlisny vysledek. Rea
et al. (2004) sledovali 6 kmeni Enterococcus faecalis, jeden kmen E. faecium,
E. durans a E. casseliflavus. Tyto mikroorganizmy se mohou podilet na vyvoji
chuti a vini syrG ¢edar. Mikroorganizmy byly izolovany po 48 tydnech zrani
syru pii 8 °C. VSechny kmeny, kromé E. casseliflavus, produkovaly tyramin
(<162 mgkg™"). Enterokoky jsou odpovédné za akumulaci BA (tyramin
a putrescin) u kysanych mléénych vyrobkili. Schopnost produkovat putrescin
byla proménnd u vSech testovanych enterokokovych druhli (E. faecium,
E.durans a E. hirae) (Ladero et al., 2010a; Perin et al., 2014).

Liu et al. (2013) potvrdil, Ze E. faecalis patii mezi potencidlni producenty
BA. Kmeny byly ziskany z kachny divoké a jejich kultivce probihala v MRS
bujonu s prekurozory BA (aminokyselinami). Bylo zji§téno, Ze E. faecalis tvoii
biogenni aminy tyramin (< 320 mg.kg™) a fenyletylamin (< 220 mg.kg™).

Kuley ef al. (2013) zminiuji moznosti snizovani mnozstvi vyprodukovanych
BA u E. faecalis za pomoci soucasn¢ kultivace s bakteriemi mlécné¢ho kvaseni
(Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, Lactobacillus
plantarum, Streptococcus thermophilus). PtedevSim Lactobacillus plantarum
byl schopen snizit, pifi soucasné kultivaci s E. faecalis, celkové mnoZstvi
sledovanych BA (PUT, CAD, HIS, SPD, TRP, PHE, SPM, serotoninu a TYR)
v nékterych piipadech dokonce o vice jak 50 %. Pfi spravné kombinaci

enterokoktl a laktobacilil 1ze tedy vyznamné sniZit mnoZstvi vyprodukovanych
BA.
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Tab. 2. Detekovand produkce biogennich aminit nebo vyskyt genii pro dekarboxylazy u bakterii rodu Enterococcus

Detekované biogenni aminy**; geny

Producenti a jejich zdroje vyskytu* Reference

pro enzymy
E. faecalis — maso kachny divoké TYM, PHE Liuetal., 2013
E. faecium, E. faecalis — matefské mléko TYM, HIS, PUT, CAD Reviriego et al., 2005
E. faecalis PUT, CAD, SPD Kuley et al., 2013
Enterococcus sp., E. mundtii, E. durans, E. faecium |TYM, AGM Kalhotka et al., 2012
Enterococcus — fermentované klobasy TYM Tabanelli et al., 2013
E. faecalis tyrozindekarboxylaza Cebrian et al., 2012

E. faecalis, E. faecium, E. durans

E. faecalis

E. durans

E. faecium — ¢ervené vino

E. faecium, E. faecalis — ryby

E. durans

E. durans

E. durans, E. faecalis, E. faecium — mléko
E. sp., E. faecalis, E. durans, E. faecium
—mlécné vyrobky

E. faecium, E. faecalis — potencial probiotik
E. faecium

ornitin/tyrozindekarboxylaza

TYM, HIS, PUT, CAD
tyrozindekarboxylaza

TYM

tyrozindekarboxylaza

TYM

HIS, TYM, SPM, SPD
tyrozin/ornitin/histidindekarboxylaza

TYM

TYM, PUT
lyzin/ornitin/tyrozindekarboxylaza

Ladero et al., 2012
Calzada et al., 2013
Linares et al., 2012
Capozzi et al., 2011
Munoz-Atienza et al., 2011
De Palencia et al., 2011
Lietal., 2011

Ladero et al., 2011

Ladero et al., 2010b

Ruiz—Moyano et al., 2009
Valenzuela et al., 2010
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Tab. 2. pokracovani — detekovand produkce biogennich aminii nebo vyskyt genii pro dekarboxylazy u bakterii rodu

Enterococcus.

Producenti a jejich zdroje vyskytu*

Detekované biogenni aminy**; geny
pro enzymy

Reference

faecium

E.

E. faecium

E. faecium, E. faecalis, Enterococcus sp. — mléko
E. faecalis, E. faecium

E. faecalis

E. faecalis, E. casseliflavus, E. faecium, E. sp. — niva
E. faecalis — fermentované klobasy

E. durans, E. faecalis, E. casseliflavus

E. durans

E. durans, E. faecalis, E faecium, E. casseliflavus
—syry

E. faecium

E. faecium BIFI-58

E. faecalis — mléko

E. faecium, E. durans a E. casseliflavus — ¢edar

TYM, PHE

tyrozindekarboxylaza
tyrozindekarboxylaza

TYM
tyrozin/fenylalanindekarboxylaza
TYM

TYM, PHE
tyrozindekarboxylaza

TYM

TYM

tyrozin/fenylalanindekarboxylaza
TYM

TYM, PHE

TYM

Latorre—Moratalla et al.,
2010

Bhardwaj et al., 2009
Kucerova et al., 2009
Ladero et al., 2010b
Pessione et al., 2009
Standarova et al., 2009
Gardini et al., 2008
Komprda et al., 2008b
Fernandez et al., 2011
Burdychova a Komprda,
2007

Marcobal et al., 2006
Marcobal et al., 2006
Gardini et al., 2001

Rea et al., 2004

* Pokud neni uveden zdroj izolatu, byla produkce BA stanovena v kultivaénim médiu.
** TYM — tyramin, PHE — fenyletylamin, PUT — putrescin, CAD — kadaverin, AGM — agmatin, HIS — histamin, SPM —

spermin, SPD — spermidin)
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Enterococcus faecium jako charakteristicky dekarboxylaza pozitivni druh
v Cerveném viné popisuje Capozzi et al. (2011). Schopnost tvorby tyraminu
u E. faecium (< 85 mgkg') byla sledovana pomoci RP-HPLC/UV. Produkce
histaminu a putrescinu nebyla u sledovanych kment detekovana.

Izolaty Enterococcus durans izolované z tradi¢niho fermentovaného mlécného
vyrobku v oblasti Tibetu produkovaly spermin a spermidin (< 8,6 mg.I""), tyramin
(£912,0 mg.I'") a histamin (< 10,6 mg.I'") (Li et al., 2011).

Zastupci druhl E. faecalis, E. durans, E. faecium a blize neuréené Enterococcus
sp. byli predmétem studie Ladero et al. (2010b). Jejich zavéry poukazuji na
pritomnost enterokokt v syrech (tvrdé, polotvrdé, s plisni v tést€ a syrii ze syrového
mléka) a jejich odpovédnost za akumulaci tyraminu (< 382,6 mg.kg™) v t&chto
potravinach. Ddle je v praci zminén ucinek pasterizace, kterd je jednim z hlavnich
technologickych faktord, které pozitivné ovliviiuji mnoZstvi tyraminu v syrech
(pokles o vice nez 50 %). Ladero et al. (2011) v dalsi studii sledovali pravé vliv
pasterizace na preziti dekarboxyldza pozitivnich E. durans, E. faecalis a
Lactobacillus brevis. Testované kmeny vySe uvedenych druhti vykazovaly odolnost
vuc¢i pasteratnim zakroklim. Jejich pfitomnost v procesu vyroby by mohla mit
negativni dopad na kone¢na mnozstvi BA v mlé¢nych vyrobcich.

Zastupci enterokokti E. faecium a Enterococcus sp. 1zolovani z fermentovaného
masa neprokazovali ve studii Belgacem et al. (2010) dekarboxylazovou aktivitu
(lyzin—, ornitin—, histidin— a tyrozin—dekarboxylazovou aktivitu). Tato studie déle
polemizuje o biotechnologickém vyuZiti a bezpe€nosti kmenti rodu Enterococcus
v potravindiském pramyslu (Belgacem et al, 2010). Podobnym tématem, tedy
bezpecnosti vyuziti enterokoktli v technologii vyroby masnych vyrobka, se zabyvali
Jiz diive Ruiz—Moyano et al. (2009). Sledované kmeny E. durans, E. faecium a E.
hirae vykazovaly vysokou schopnost produkce BA (> 750 mg.1"). Deset z patnacti
sledovanych kmentl, produkovalo TYM (< 958 mg.1"). N&kolik kment E. faecium
je v publikaci oznaceno za producenty tryptaminu.

Mezi vyznamné producenty BA (CAD, HIS, PHE, PUT, SPD, SPM, TYM)
v riznych potravindch patii i zastupci rodu Staphylococcus (Tab. 3). Produkci TRP
uvadi pouze studie Even et al. (2010).

Staphylococcus epidermidis je schopny produkovat histamin, kadaverin a
putrescin v kultivacnim médiu i v hroznovém mostu, ovSem ve viné¢ nikoli
(Benavent-Gil et al., 2016). Landeta et al. (2013) sledovali dekarboxyldzovou
aktivitu u koagulaza negativnich stafylokoki (S. capitis, S. carnosus, S. caprae, S.
epidermidis, S. equorum, S. vitulinus (S. pulvereri), S. xylosus a S. lugdunensis).
Bakterie byly izolovany z fermentovanych saldamti za ucelem jejich vyuziti jako
startérovych kultur. Ze vSech sledovanych kmenii rodu Staphylococcus bylo 25 %
kment dekarboxyldza pozitivnich. S. carnosus byl dle vysledki studie schopen
tvofit tyramin. Kmen S. capitis byl pozitivni na tvorbu histaminu, a to metodou
PCR (detekce hdc genu) 1 TLC (detekce histaminu). S. lugdunensis a S. epidermidis
tvorili putrescin a kadaverin.
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Tab. 3. Detekovand produkce biogennich aminu nebo genu pro dekarboxyldazy u bakterii rodu Staphylococcus.

Producenti a jejich zdroje vyskytu*

Detekované biogenni aminy**; geny
pro enzymy

Reference

. aureus, S. capitis, S. carnosus, S. caprae,

. pasteuri, S. equorum, S. epidermidis,
. saprophyticus

. pasteurti, S. sciuri — klobasa z tunaka
. aureus

. pasteuri — fermentované klobasy

. hominis, S sciuri — ryby

. carnosus, S. condimenti,

. piscifermentans, S. equorum

. carnosus, S. condimenti, S. succinus,

. equorum, S. xylosus

. piscifermentans,

. epidermidis TYH1, S. warneri, S. aureus,
. hyicus

. carnosus — rybi omacka

. xylosus, S. carnosus

— fermentovany salam Turecko

S. xylosus, S. saprophyticus, (Lactobacillus)

DO OO ULOLDOOLODOOOOOLOO,owmwoo,m

. epidermidis, S. equorum — masné vyrobky

. equorum, S. epidermidis, S. saprophyticus,

(S. carnosus) TYM; (S. epidermidis) HIS
PUT CAD

PUT, CAD

HIS, PUT, CAD, SPM
PUT

PUT, CAD
HIS, CAD
PHE, TYM

lyzindekraboxylaza
arginin/lyzin/ornitindekarboxylaza
HIS

TYM, CAD, HIS, PUT

TYM, PUT, CAD, PHE, SPM
TYM, PHE, PUT, SPM, SPD

Landeta et al., 2013

Cachaldora et al., 2013

Kung et al., 2012
Dogan et al., 2012

Bermudez et al., 2012
Hwang et al., 2011
Seitter et al., 2011

Seitter et al., 2011

Yokoi et al., 2011
Zaman et al., 2011
Giiciikoglu et al., 2010
Luetal., 2010
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Tab. 3. pokracovani — producenti biogennich aminii rodu Staphylococcus.

Detekované biogenni aminy**; geny
pro enzymy

Producenti a jejich zdroje vyskytu* Reference

S. epidermidis, S. equorum, S. saprophyticus
— fermentované potraviny

S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus,
S. pasteuri,S. sciuri, S. warneri, S. xylosus
S. xylosus, (Lactobacillus sakei)

PHE Even et al., 2010

histidin/tyrozin/lyzin/ornitindekarboxylaza |Marino et al., 2011

. . TYM, PUT Latorre-Moratella et al., 2010
— fermentované klobasy
S. carnosus — salam paprikas TYM, PUT, Komprda et al., 2009
S. xylosus — fermentované ancovicky histidin/tyrozindekarboxylaza Mah et al., 2009
S. capitis histidindekarboxylaza Landete et al., 2007
S. carnosus, S. xylosus, (Lactobacillusa |5+ cAp HIS, TYM, SPM Genceelep et al., 2007
Pediococcus) — klobasy
S. xylosus, S. carnosus TYM, PHE Simonova et al., 2006

* Pokud neni uveden zdroj izolatu, byla produkce BA stanovena v kultivacnim médiu.

** TYM — tyramin, PHE — fenyletylamin, PUT — putrescin, CAD — kadaverin, HIS — histamin, SPM — spermin, SPD — spermidin)
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U kment S. equorum, S. caprae, S. hominis. S. vitulinus, S. xylosus a
S. warneri nebyly detekovany ani geny pro dekarboxylazy, ani sledované BA
(histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu) (Landete et al., 2007).

Produkce BA u kmenil S. pasteuri a S. sciuri izolovanych z klobas z masa
tunaka je popsana ve studii Kung et al. (2012). Sledovali zde produkci deviti BA
(putrescinu, kadaverinu, tryptaminu, fenyletylaminu, spermidinu, sperminu,
histaminu, tyraminu a agmatinu) metodou HPLC/UV. Zadny ze sledovanych
vzorkll uzenin neobsahoval tryptamin, fenyletylamin a tyramin. Primérny obsah
kazdého ze zbyvajicich Sesti BA byl velmi nizky (< 0,2 mgkg™). Hladiny
histaminu u viech vzorki byly do 0.2 mgkg'. Pé sledovanych kmeni
S. pasteuri (40 % 1izolatl) bylo identifikovano jako histidindekarboxyldza
pozitivni s vysokou tvorbou histaminu u dvou kment (< 945 mgkg™), ostatni
kmeny tvotily histamin v niZ$ich koncentracich (< 57 mg.kg™). S. epidermidis a
S.capitis (izolaty ze slanych Spanélskych sardinek) produkovaly vice nez 1000
a 400 mgkg" histaminu. Podobn& tomu bylo i u kmene S. pasteuri (< 945
mg.kg™) (Kung et al., 2012).

Ve studii kolektivu autord Bermudéz et al. (2012) byla sledovana histidin—,
lyzin—, ornitin— a tyrozindekaboxylazova aktivita stafylokokli izolovanych
z ,tradicni Spanélské klobasy*. S. equorum produkoval putrescin (< 1400 mg.kg’
" i kadaverin (<5,0mgkg™"); u S. epidermidis byla také zjisténa tvorba
putrescinu (€977 mgkg') a ndkolikanasobné vyssi tvorba kadaverinu
(<36,0mg.kg™"). U S. saprophyticus byla tvorba putrescinu (< 1,9 mgkg') a
kadaverinu nejniz$i (<4,7 mgkg™). S. pasteuri patii dle autor mezi bakterie
s velmi nizkou tvorbou BA, kdy koncentrace vyprodukovaného putrescinu
a kadaverinu dosahovala hodnot < 15 mg. kg'. Variabilita produkce BA byla
zjiSténa 1 mezi kmeny stejného druhu.

Studie Seitter et al. (2011) se zabyvala nezddoucimi vlastnostmi stafylokokii
(S. condimenti, S. piscifermentans, S. equorum, S. succinus, a S. xylosus), a to
predev§sim produkci BA. Bylo zjisténo, ze fenyletylamin, tryptamin a tyramin
jsou témito kmeny produkovany ziidka. U sledovanych kment produkce
kadaverinu, histaminu a putrescinu nebyla zjisténa. Zastupce S. carnosus byl
ve studii oznaden za producenta putrescinu (< 126,0 mg.l") a kadaverinu
(< 5,0 mg.l"). Tyto koncentrace lze povaZovat za potencialné nebezpeéné, a je
na zvazeni vyuziti dekarboxyldza pozitivnich kmenii v potravinafském
prumyslu. Na druhé strané je ovSem dulezité zabyvat se faktory, které ovliviuji
miru produkce a zvadzit mozZné rizika, ke kterym by doSlo pfi vyuZziti téchto
kment v potravinaiském pramyslu.

Even et al. (2010) se ve studii zabyvali rovnéZ produkci BA u koagulaza
negativnich stafylokokll izolovanych z fermentovanych potravin (fermentovany
salam a syr). Prace posuzuje vyuziti nckterych koaguldza negativnich
stafylokokli pfi vyrobé fermentovnych masnych 1 mléénych vyrobki. Tvorba
BA byla sledovéana pii 30 °C, po dobu 24 h az 48 h a za pridavku
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pyridoxal-5-fosfatu (2,5 g.I'"). Dale byly jako prekurzory ptidany aminokyseliny
(2,5 g.I'") histidin, ornitin, lyzin, fenylalanin, tryptofan a tyrozin. U S. equorum a
S. epidermidis, byla stanovena tvorba BA (putrescinu < 1500,0 mg.l™;
kadaverinu  <140,0 mg.l'; fenyletylaminu <116,0mg.I"; tryptaminu
<23,0mg.l" a histaminu <3,0mg.I"). S. saprophyticus, izolovany ze syru,
produkoval putrescin, kadaverin a spermin v koncentracich < 7,0 mg.1". Pouze
6 % kmenl Ize zatfadit do skupiny dekarboxyldza pozitivnich koagulaza
negativnich stafylokok.

1.6 Vliv prijmu biogennich amint z potravin na ¢lovéka

Obecné pfitomnost nizkych koncentraci BA a polyaminli v potravinach
vyskytuji ve  fermentovanych  potravinach, kde  vznikaji  Cinnosti
mikroorganizmil. Pfitomnost nebezpecnych koncentraci BA je asociovana
s mnoenim dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizmi (>7 log CFU.g™)
(Gardini et al., 2016). V rybach a v mase jsou BA a polyaminy produkovany
zeyjména kontaminujici mikroflorou. K akumulaci mizZe dochézet 1 v rostlinnych
materialech vlivem nevhodného skladovani ovoce, zeleniny a hub (Halész et al.,
1994; Schindler et al., 2015). MnozZstvi biogennich aminl lze vyuzit jako
indikator Cerstvosti potravin a tudiz k posouzeni miry jejich rozkladu. Obsah BA
muze byt ukazatelem jakosti vstupni suroviny a urovné hygieny b&hem
vyrobniho procesu a skladovani (Landete er al, 2007). Prili§ vysoké
koncentrace BA a polyaminii mohou na C¢lovéka pisobit toxicky (600
mg/jednorazovy pifjem). Skodlivy vliv téchto substanci se miize projevit diive
pii soucasném piijmu psychofarmak, nebo v ptipad€ zhorSené funkce jater, kdy
je porusen proces biotransformace BA (Linares et al., 2012). Pii nadmérném
pifijmu BA a polyamini muize u clov€ka dochazet k porucham centralniho
nervového systému, porucham krevniho obchu, bolestem hlavy, buSeni srdce,
zvraceni a prijmu (Halasz et al., 1994; Santos, 1996).

Zvlaste u citlivych jedinct (podle véku, zdravotniho stavu, uzivani farmak,
konzumace alkoholu) jsou biogenni aminy po poziti vétsSiho mnoZstvi schopny
zpusobit otravu. BA mohou mit nepfiznivy vliv na vznik rakoviny. Nékteré
aminy mohou byt nitrosoderivaty nebo mohou slouzit jako prekurzory pro jiné
slouceniny schopné tvofit nitrosaminy. Nitrosaminy jsou karcinogenni latky a
predstavuji potencidlni riziko pro zdravi lidi a domécich zvitat (Bardot et al.,
1993; Halasz et al., 1994; Santos, 1996; Juneja a Sofos, 2010). V alkoholickych
napojich, jako je pivo a vino, je za zdravotné¢ bezpeCnou koncentraci BA
povazovano 10 mg.I"! tyraminu (Deepika a Rakshit, 2011).

Hlavni cestou detoxikace nebo biotransformace BA v lidském organizmu
je oxidace, v mensi mife probiha také metylace a acetylace (Taylor a Speckhard,
1983; Lehane a Olley, 2000). Malé mnozstvi BA pfijaté v potravinach je
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metabolizovano monoaminooxidazami, diaminooxidazami a
histidinmetyltransferdzami (Obr. 8) bez vyznamnych toxikologickych tc¢ink.

Ptikladem ptimého snizovani BA v potravinach je fizend degradace BA.
Pouziti diaminooxidaz nebo bakterii, které t€émito enzymy disponuji, jsou jediny
mozny zpusob rozkladu BA (Naila et al., 2010). Studie Xu et al. (2016)
prokéazala, ze rekombinantni Lactobacillus plantarum oxiduje BA pomoci
benzenediol oxidoreduktdz, patficich do skupiny enzymii obsahujicich méd’.
Tyto enzymy tak pfedstavuji novy biotechnologicky potencial pro eliminaci BA
ve fermentovanych potravinach a napojich (Callejon et al., 2016).

Intestinalni lumen Krevni fecisté

—» Detoxikace

Obr. 8. Cesta prijatych biogennich aminii v intestinalnim traktu cloveka. MAO —
monoaminooxidaza, DAO — diaminooxidaza (upraveno podle Taylor a Speckhard,
1983; Lehane a Olley, 2000).

1.7 Faktory ovliviiujici produkci biogennich aminu

Produkce BA je vétSinou zavisla na vhodnych podminkach pro rozmnoZovani
produkéni mikroflory, a tim padem na syntéze dekarboxyldz a dekarboxylaéni
aktivité. Mezi faktory, které vyznamné ovliviiuji tvorbu BA a aktivitu enzymd,
lze zaradit (ten Brink et al., 1990; Marklinder a Lonner, 1992):

> teplotu,

> pH,

» pristup kysliku,
> aktivitu vody,

» pritomnost mikroorganizmt jako producentii dekarboxyldz (mnozstvi a
druhové zastoupeni mikroorganizmil),
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» synergicky efekt mezi mikroorganizmy,
» mnozstvi a dostupnost aminokyselin a pyridoxal-5—fosfatu,
» dodrzovani hygienickych postupti béhem vyroby,
» Cas (doba zrani).
1.7.1 Teplota

Teplota prostfedi ma vyznamny vliv na produkci BA. Rada studii uvadi, Ze
obsah vyprodukovanych aminli zavisi na teploté¢ a ¢asu. V dasledku proteolyzy
dochézi ke zvySenému mikrobialnimu rGstu a podpofe pronikdni BA pies
bunécnou membranu. Tyto podminky maji také vliv na aktivitu dekarboxylaz
(Juneja a Sofos, 2010).

Ritchie a Mackie (1979) sledovali tvorbu histaminu, putrescinu, kadaverinu,
sperminu a spermidinu v Cerstvé uloven¢ makrele obecné a ve sledi obecném.
Nevykuchané ryby byly ponechany pii rlznych teplotnich podminkach —
na ledu, pti 1 °C, 10 °C a pfi pokojove teploté (25 °C). V rybach byla zjisténa
koncentrace histaminu a dal$ich amind pod 10 mgkg" po delsim skladovéni
pii teploté 1 °C, 1 kdyZ ryby jiz vykazovaly zndmky hniloby. Podle oc¢ekéavani
byly aminy produkovany ve vétSich koncentracich pii sledovanych vysSich
teplotach. Autofi uvadéji, Ze histamin byl ptitomen 1 v rybach skladovanychi
pii teplotdch pod 10 °C. Tyto vysledky jsou v souladu s nové¢jSimi studiemi
(Furutani et al., 2013; Tahmouzi et al., 2013; Pachlova ef al., 2012). Tyto studie
uvadgji, ze produkce histaminu pii 4 °C byla zanedbatelnd, zatimco pii teploté
skladovani 10 °C se mnozstvi zvysilo na 185 mgkg™, a to v dasledku vyssiho
ristu psychrotoleratnich bakterii produkujicich histamin (zejména celed’
Enterobacteriaceae).

Velmi vyznamnou vlastnosti BA je termostabilita. Vyjimku ptedstavuje
spermin, jehoZ mnoZstvi klesa pfi tepelné upravé masa (Juneja a Sofos, 2010).
Luten et al. (1992) a Wendakoo a Sakaguchi (1993) uvadé¢ji, Ze histamin
je teplotné stabilni v prib&hu procesu peceni. Vzhledem k této skuteCnosti je
pfitomnost amind ve vafenych vyrobcich uzce spojena s kvalitou pouzité
suroviny.

Teplota v rozmezi 20 az 37 °C je optimalni pro rist vétSiny bakterii, které
obsahuji dekarboxyldzy. Obecné& pfi sniZeni teploty dochazi ke zpomaleni nebo
zastaveni rustu bakterii (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005). Histidindekarboxylaza
se u ne¢kterych rodi Celedi Enterococcaceae zaciné inaktivovat po 8 az 15 dnech
v -20 °C. Skladovani pti velmi nizkych aZ mrazirenskych teplotach je pro tvorbu
BA nepfiznivé (Juneja a Sofos, 2010). Nicméné putrescin byl v mase
produkovan psychrotrofnimi mikroorganizmy 1 pii teploté¢ 4 °C. Vysledkem je
pak zvySujici se koncentrace BA béhem skladovani (Suzzi a Gardini, 2003).
U kmend rtznych druh@ rodu Staphylococcus (S. epidermidis, S. equorum,
S. pasteuri, S. saprophyticus) izolovanych ze suchych fermentovanych salamu
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byla prokazana dekarboxylazova aktivita i pii teploté 10 °C (Cachaldora et al.,
2013).

Autoi1 Kalhotka et al. (2012) popisuji ve své studii kmeny enterokoki
(Enterococcus sp., E. faecium, E. mundtii, E. durans) izolované z 9 vzorkl
koziho mléka a syrG. V této praci byla sledovdana produkce BA izolaty
enterokokll v zavislosti na teploté¢ (6, 25, 30, 37 °C) desaty den kultivace.
Vsechny testované mikroorganizmy vykazovaly vyznamnou
tyrozindekarboxyldzovou a arginindekarboxyldzovou aktivitu, u Enterococcus
sp. a Enterococcus mundtii dokonce pii vSech sledovanych teplotach kultivace.

1.7.2 Hodnota pH

Hodnota pH je jednim z kliCovych faktort ovlivilgjicich aktivitu
dekarboxylaz, a tim 1 tvorbu BA v potravinich. Bylo prokazano, Ze tvorba
aminl bakteriemi je fyziologicky mechanizmus vedouci k potlaceni kyselého
prosttedi, a proto je aktivita dekarboxylaz obvykle vyssi v kyselém prostiedi
s optimalni aktivitou pfi pH mezi 4,0-5,5 (Juneja et al., 2010). Tato hodnota se
shoduje s optimadlni hodnotou pro histidindekarboxylazovou aktivitu
kontaminujici mikroflory (napt. Escherichia coli, Pseudomonas sp. a Proteus
sp.). Bakterie Klebsiella pneumoniae 1zolovand z tunidka pruhovaného
vykazovala vyznamnou dekarboxylaci histidinu na histamin pti pH 4, ale jesté
pii pH 6 byla aktivita 70% (Juneja et al., 2010).

SniZzenim pH dochazi ke snizeni rtistu mikroorganizmu (napt. zastupct celedi
Streptococcaceae, Enterobacteriaceae, aerobnich mezofilnich bakterii), kdy ale
nejsou ovlivnény bakterie mlécného kvaseni. Diky tomu dochazi nejen k niZsi
produkci BA, ale timto zplisobem zvyhodnéné bakterie mlééného kvaSeni
mohou byt degradéry BA, ¢imz dochazi ke snizovani obsahu BA (Santos, 1996;
Suzzi a Gardini, 2001; Callejon et al., 2016).

Aktudlni odborné¢ zdroje uvadi rod Staphylococcus jako vyznamného
producenta tyraminu a fenyletylaminu (Laukova et al., 2017). Navic kmen
S. epidermidis i1zolovany z vina produkoval histamin, putrescin a kadaverin
pii velmi nizkych hodnotach pH (Benavent et al., 2016).

Faktory ovlivilujici produkci tyraminu u Enterococcus faecalis a E. faecium
popisuje Bargossi et al. (2015a). Sledovany byly faktory jako pH (4; 5; 6; 7),
koncentrace NaCl (0; 5; 10; 15 %) a kultivacni teplota (20; 30; 37 a 45 °C).
Nejvetsi aktivita purifikované tyrozindekarboxyldzy byla zjisténa pii 20 °C a
pH 4. Perez et al. (2015) popisuji aktivaci tyrozindekarboxylazy Enterococcus
faecalis pti stresu zpiisobeném nizkym pH v gastrointestinalnim traktu. V praci
je uvedeno, ze teplota ma spoleéné s pH na aktivitu tyrozindekarboxylazy
pozoruhodny efekt. Byla pozorovana kumulace tyraminu u Enterococcus
faecalis jiz po 2 hodinach kultivace pti 37 °C (200 mg.1"). Mensi produkce byla
zaznamenana pii 20 °C a 45°C (100 mg.l"' a 250 mg.l"). Po 24 hodinich
kultivace E. faecalis byla nejvyraznéjsi produkce tyraminu in vitro pii 20 °C
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(1600 mg.1"). Mnozstvi tyraminu p#i kultivaci nad 30 °C za 24 hodin bylo
polovi¢ni, zatimco pii 45 °C byla koncentrace BA vyznamné redukovana.
Zajimavé je, ze po 2 hodinach inkubace E. faecium nebyl pozorovan vyznamny
rozdil v produkeci tyraminu (Bargossi et al., 2015a). Fernandez et al. (2011) si
ve sv¢ studii vybrali ke sledovani dekarboxyldzové aktivity enterokoktli zastupce
Enterococcus durans. Tento kmen byl izolovan ze syru a byla u néj prokazana
aktivni tyrozindekarboxyldaza. Na tomto kmeni byly studovany modelové
,fyziologické* podminky. Kolektiv autort uvedl, ze pti pH 5,0 a 4,1 dochazelo
k maximalni produkei tyraminu (850,0 + 0,2 mg.1™).

1.7.3 Aktivita vody

Vysoké koncentrace rozpusténych latek (napt. makromolekularnich latek jako
jsou Skrob i dalSi polysacharidy a bilkoviny i osmoaktivnich latek, jako je
sachar6za a chlorid sodny) sniZzuji mnoZstvi vyuZzitelné¢ vody. Nizkd aktivita
vody zpomaluje rist bakterii. Chin a Koehler (1986) dokazali, Ze koncentrace
NaCl v rozmezi od 3,5 do 5,5 % mize inhibovat tvorbu histaminu, zatimco
pii nizSich koncentracich soli byla inhibice net¢inna. Pfitomnost NaCl inhibuje
histidindekarboxylazu a aktivuje tyrozindekarboxylazu (Santos, 1996;
Kohajdova et al., 2008).

SuSeni lze rovnéZz povaZovat za zdkrok, ktery efektivné snizuje obsah
dostupné vody. SuSenim fermentovanych salamii dochazi ke sniZeni obsahu
vody pfedevSim na okraji saldmu, kde je tento proces nejintenzivnéjsi. Z tohoto
diivodu ma na produkci BA vyznamny podil i primér vyrobku. Cim vétsi je
primér fermentovanych masnych vyrobkil, tim vysS$i koncentrace BA mize
obsahovat (Kohajdova et al., 2008). Tento vliv lze pfipsat sniZeni mnoZstvi
mikroorganizmi v disledku vysSich koncentraci NaCl. Chlorid sodny postupné
naruSuje bunééné membrany, kde se nachédzeji (mikrobidlni) dekarboxylacni
enzymy. Podobné vlivy NaCl na rist mikroorganizmli a produkci BA byly
zaznamenany u Enterococcus faecalis. Leroie et al. (2000) uvadi, Ze produkce
BA byla pfimo umérna inhibici bakterii, a tedy 1 mnozstvi NaCl v uzeném
lososovi. Ve studii Pachlové et al. (2011) je uvedeno, Ze vySe zminény trend
nemusi byt v pfipadé vyroby syra stejny. Nejvetsi mnozstvi sledovanych BA
stanovili na povrchu syru z nizkodohtivané syfeniny a v okrajovych vrstvach
syra. Nejniz8i hodnoty tyraminu, putrescinu a kadaverinu byly stanoveny
ve sttedu syra béhem celého experimentu, pfiCemz stied obsahuje nizsi
koncentrace NaCl neZ na povrchu syr.

Bevilacqua et al. (2010) izolovali z oliv Enterococcus faecalis, u které¢ho
sledovali schopnost riistu a produkce BA pti pH 4,0; 5,0; 8,0; 8,5; 9,0; 9,5; 10,0
a ptidavku NaCl (2,5%; 5,0%; 7,5%; 10,0% w/v) v de Man, Rogosa a Sharpeho
(MRS) bujéonu. Zadny ze sledovanych kment izolovanych zoliv ,Bella di
Cerignola“ nebyl pozitivni na produkci BA (putrescinu, kadaverinu, histaminu a
tyraminu), coZ naznacuje moznost vyuZiti tohoto kmene jako startérové kultury
pro tento druh potravin. V jiné studii bylo pozorovano, Ze koagulaza negativni
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stafylokoky (S. saprophyticus, S.succinus, S. xylosus) v podminkach 18 a 21 %
NaCl produkuji az 300x méné tyraminu nez E. faecalis (Jeong et al., 2016).
Ptidavek chloridu sodného do kultiva¢niho prostiedi muize byt naopak
pro produkci nékterych BA prospésny, a to z diivod dodani iontt Na®, které se
podili na regulaci intracelularniho pH (nahradi H"). Dodani téchto iontl
prokazatelné¢ ovliviiuje tyrozindekarboxyldzovou aktivitu a je vyznamné
pro antiportovy systém (Obr. 9) (Gardini et al., 2001; 2008; Bunkova et al,
2011). Molekuly se mohou pohybovat v protisméru koncentra¢niho gradientu.
Antiportovy systém je tak u¢inny, ze miize zachovat buné&énou koncentraci Na*
na urovni 10 000 krat nizsi, nez je koncentrace ve vnéjSim prostiedi.

b ® Ca+. ® ® ® ® ® ® ® ®

Obr. 9. Aktivni transportni protein v bunécné membrané, ktery se podili na pohybu
ruznych iontiit nebo molekul v opacném smeru pres membranu. Pri prechodu
antiportovym sytémem Na' svym pohybem dodd energii pro transport Ca'.
Transporter méni orientaci se zietelem na vnitini i vnejsi povich membrany. Vnéjsi
prostredi (a),; prostredi bunky (b).

Gardini et al. (2008) sledovali pfeménu aminokyselin u kment Enterococcus
faecalis a E. faecium v priabéhu fermentace a zrani tradi¢niho fermentovaného
salamu ,,Salame Veronese“. Byly zde sledovany tfi faktory ovliviujici
fermentaci a produkci BA (tyraminu a fenyletylaminu) u enterokoki: teplota (15
— 25 °C), koncentrace NaCl (0 — 2,5 %) a mnozstvi glukézy (0 — 1,4 %).
U E. faecium i E. faecalis byly pozorovany znateln¢ rozdily v produkci tyraminu
v zavislosti na sledovanych faktorech a jejich rozsahu. Produkce tyraminu byla
stanovena jiz po 3 dnech fermentace, nejvys§i mnoZzstvi tyraminu (< 193,3
mg.kg™") bylo vyprodukovano 19. den kultivace. Fenyletylamin (< 32,3 mg.kg™")
byl nejvice produkovan v prostiedi bez soli a pii fermentacni teploté 25 °C. Lze
tedy poznamenat, ze se sniZujici se teplotou a zvySujicim se mnoZzstvim NaCl se
koncentrace fenyletylaminu snizovala. Teplota a pfitomnost glukdézy na tvorbu
tyraminu maji zanedbatelny vliv pfedevS§im v pocatecnich dnech kultivace.
Kolektiv autora Sparo et al. (2008) publikoval podobné vysledky, piredev§im
produkci histaminu a tyraminu u E. faecalis izolovaného z fermentovanych
salamu.
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1.7.4 Aerobni a anaerobni prostredi

Zasobovani kyslikem mé vyznamny vliv na biosyntézu aminl (Santos, 1996).
Enterobacter cloacae produkuje piiblizné polovicni mnozstvi putrescinu
za anaerobnich podminek ve srovnani s aerobnimi podminkami. Klebsiella
pneumoniae za anaerobnich podminek syntetizuje podstatné méné¢ kadaverinu,
ale ziskava schopnost produkovat putrescin (Karovicova a Kohajdova, 2005).
Buiikkova et al (2011) studovali v modelovych podminkach ucinky
aero/anaerobiozy na rust a produkci tyraminu u rodu Lactococcus. Bylo zjisténo,
ze oproti jinym faktorim, jako je napt. koncentrace NaCl, ma aero/anaerobioza
mensi vyznam na dekarboxylacni aktivitu grampozitivnich bakterii.

Ve fermentovanych uzenindch patii mezi nejvyznamnéj$i producenty
tyraminu fakultativné anaerobni rod Enterococcus (Pircher et al., 2007; La Gioia
et al., 2011; Ladero et al., 2012). U nebalenych klobas byl tyramin identifikovan
ve stopovém mnozstvi (< 4 mg.kg™), na rozdil od jeho mnozstvi (< 220 mg.kg™")
v prostfedi s modifikovanou atmosférou, ktera obsahovala 30 % CO,a 70 % N,,
tak 1 u vyrobki balenych v 100% N,, po 3 mési¢ni fermentaci (Tabanelli ef al.,
2013). Ve fermentovanych potravinach, kdy je kyslik nahrazen produkty
fermentace (NH; nebo CO,), byli jako vyznamni producenti BA (putrescinu,
kadaverinu, fenyletylaminu a tyraminu) oznaceni zastupci rodi Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus a Streptococcus (Bover—Cid et al.,
2001; Gardini et al., 2001; Gennaro et al., 2003; Suzzi a Gardini, 2003; Landete
et al., 2007; Bover—Cid et al., 2008).

Rust mikroorganizmi je také ovlivnén rozpustnosti CO, ve vodé, ¢imz se da
snizit 1 produkce BA v napojich. Pii 101 325 Pa se ve 100 ml vody absorbuje 88
ml CO, pii 20 °C, ale pouze 36 ml pii 60 °C. Inhibice se také zvySuje se
snizujicim se pH (Guillard et al., 2016).

1.7.5 Dostupnost volnych aminokyselin

Koncentrace dostupnych volnych aminokyselin hraje zasadni roli pfi tvorbé
aminil v potravinach. Vybrané aminokyseliny jsou totiz prekurzory amint a
navic jsou substratem pro riist mikroorganizmil. Pfitomnost bakterii s vysokou
proteolytickou aktivitou stimuluje tvorbu aminii. Mira dekarboxylace
aminokyselin také zavisi na koncentraci produkovaného aminu, na pfitomnosti
dalSich biogennich amintl, piipadné¢ na dalSich vnéjSich faktorech (Juneja
a Sofos, 2010).
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2. CIL DISERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace bylo sledovat faktory ovlivitujici dekarboxyldzovou
aktivitu vybranych bakterii rodii Enterococcus a Staphylococcus. Testované
bakterie mohou byt kontaminanty v potravindiské vyrob¢, ale zarovenn maji
nekteré potencial probiotik (zastupci rodu Enterococcus). Diléi cile prace byly
vytyCeny nasledovné:

» provést skrining dekarboxyldzové aktivity kultivacné (se stanovenim
koncentrace produkovanych BA) vybranych bakterii rodl Enterococcus
a Staphylococcus,

» u vybranych bakterii, produkujicich biogenni aminy, sledovat faktory,
které mohou ovlivnit jejich riist a dekarboxyldzovou aktivitu,

» nalézt a pouzit vhodné statistické nastroje k vyhodnoceni vysledki,

» vyvodit doporuc¢eni a navrhnout dals$i sméry vyzkumu v oblasti
dekarboxylazové aktivity sledovanych mikroorganizmd.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Material
3.1.1 Pouzité bakterialni kmeny

Testované a identifikované kmeny byly ziskdany z Ustavu fyziologie
hospodarskych zvierat, Slovenské akademie véd v KoSicich. Kmeny laskavé
poskytla MVDr. Andrea Laukova, CSc. Bakterie rodu Enterococcus (celkem 33
kment: 22 kmenl Enterococcus faecium a 11 kmenlQ Enterococcus sp.) byly
izolovany z masa kralika (Oryctolagus cuniculus). Bakterie rodu Staphylococcus
(celkem 21 kment) byly izolovany ze stfevniho obsahu pstruha poto¢niho
(Salmo trutta): 9 kmenl Staphylococcus warneri, 2 kmeny Staphylococcus
pasteuri, 3 kmeny Staphylococcus epidermidis, 4 kmeny Staphylococcus
haemolyticus a 3 kmeny Staphylococcus hominis (Tab. 4).

Tab. 4. Seznam testovanych kmenii na produkci biogennich aminii.

Druh Pivod |N? Kmen

16/1; 16/2; 18/1; 23/1; 23/2; 23/3; 24/1,
Staphylococcus warneri 24/2; 2413
Staphylococcus pasteuri Salmo trutta 19/1; 23/5

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus hominis

23/4; 21/1; 21/2
22/1; 22/3; 22/4; 22/2
19/2; 20/2; 20/1
M1C; M2C; M7C; M7b; M4C; M6C;
5BM1; M5A; M3b; M1b; M2A; M2Ca;
22 M2Ca; M2cB
M4aB; M5aA; M6B; M7bA; M7bB;
3AM; 5BM2; M2c; M5a; M3A; 1BM;
Enterococcus sp. 11 4BM?2
N* Pocet testovanych kmenii. Tuéné oznacené kmeny byly pouzity v Experimentu I1.

Kultivace probihala pifi 30+1 °C po dobu 24 hodin. Kazdy izolat byl
pfi testovani na produkci biogennich aminl kultivovan pétkrat podle Bunkova
et al. (2009).

3.1.2 Kultiva¢ni podminky

w b W DN O

Oryctolagus

Enterococcus faecium .
cuniculus

Bakterie rodu Enterococcus byly kultivovany v M17 bujénu (M17; HiMedia,
Bombai, Indie) a kmeny rodu Staphylococcus v mozkosrdcové infuzi (BHI;
Brain Heart Infusion Broth; HiMedia, Bombai, Indie). Na BHI agaru byla
sledovana ¢Cistota kmenli, dale probihala kultivace v dekarboxyla¢nim
médiu obohaceném 0,2 % (w/v) kazdé aminokyseliny (arginin, ornitin, histidin,
tyrozin, lyzin). U vSech kmenl byla pted kultivaci v dekarboxyla¢nim médiu
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kontrolovéna cistota formou kiiZzového roztéru a mikroskopického ovéteni
(Gramovo barveni).

Jesté pred vlastni analyzou v Experimentu II byly provedeny experimenty,
ve kterych byly zjistovany podminky ristu testovanych kment bakterii (rozsah
teplot, pH, koncentrace NaCl, apod.).

Nejprve bylo pfipraveno inokulum bakterii pro zaockovani ptisluSnych
kultivaénich médii (M17 nebo BHI). Inokulum bylo pfipraveno zaokovanim
bujonu o objemu 5 ml s pfislusSnymi aminokyselinami (jako prekurzory BA).
Nasledné probihala kultivace bakterii pii optimalni teploté (podle informaci
poskytovatele kultur o optiméalni teploté€ riistu) po dobu 24 hodin.

Ptipraveny byly bujony obsahujici prekurzory testovanych biogennich aminti
(aminokyseliny histidin, ornitin, arginin, lyzin, tyrozin, fenylalanin; Sigma—
Aldrich, St. Louis, USA) v koncentracich 0,2 % (w/v) a pfislusné latky pfi
sledovani faktorii (NaCl; Sigma—Aldrich) v testovanych koncentracich.
Ptislusné kultivatni médium o objemu 5 ml bylo zao¢kovano vzdy 50 ul 24
hodinové suspenze bakterii a po dosazeni potiebného nardstu bunék bylo
médium podrobeno detekci produkce biogennich aminil. Kazdy izolat byl
kultivovan pro stejnou sledovanou kombinaci faktorii pétkrat podle Bunkova
et al. (2009).

V Experimentu II byl rovnéz sledovéan vliv aerobniho/anaerobniho prostredi
na produkci biogennich aminl. Anaerobniho prostiedi bylo dosazeno
zakdpnutim kultivatniho média po zaoCkovani sterilnim parafinovym olejem

(750 pl).

3.2 Popis experimentalni ¢asti

Experimenty se zabyvaly produkci BA a fyzikdln¢ chemickymi faktory
ovliviluyjicimi rust sledovanych bakteri a tvorbu BA. Cile prace byly plnény
ve dvou hlavnich experimentech. Prvnim experimentem byl skrining
dekarboxylazové aktivity vSech ziskanych bakterii rodt Staphylococcus a
Enterococcus metodou kapalinové chromatografie (HPLC/UV) s ptfedkolonovou
derivatizaci dansylchloridem. Zamérem druhého experimentu bylo sledovat
kinetiku produkce BA in vitro v zavislosti na kultivaénich podminkéch,
pii kterych  byla monitorovana dekarboxylazovd  aktivita  vybranych
bakterialnich kmenti.

3.2.1 Experiment |

V prvnim experimentu byl proveden skrining vSech ziskanych bakterii rod
Staphylococcus a Enterococcus na dekarboxylazovou aktivitu. Na produkci BA
bylo testovano celkem 54 kmenil: 33 enterokokt a 21 stafylokokti. U vSech
kmenti byla sledovana produkce nasledujicich 8 BA: kadaverinu (CAD),
histaminu (HIS), fenyletylaminu (PHE), putrescinu (PUT), tyraminu (TYM),
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tryptaminu (TRP), spermidinu (SPD) a sperminu (SPM). Separované
dansylderivaty byly ndsledné monitorovany UV detekci. Schéma experimentu je
znazornéno na Obr. 10.

Piiprava dekarboxylaéniho média:
BHI bujon nebo bujon M17
+ 0,2 % (w/v) aminokyselin 2

Inokulace 24-hodinovou kulturou,
kultivovanou v dekarboxylaé¢nim médiu

Kulivace (t=30 °C), 24 hodin

Ziskani supernatanti centrifugaci a filtraci

Derivatizace dansylchloridem a filtrace
vzorku

Separace a detekce biogennich amind
RP-HPLC/UV (A=254 nm)

Obr. 10. Schéma experimentu I — in vitro skrining dekarboxylazové aktivity
testovanych kmenii stafylokokit v Brain Heart Infusion bujonu (BHI) a enterokokii
v M17 bujonu.

“ Piidavek aminokyselin jako prekurzorii tvorby BA (arginin, ornitin, histidin, tyrozin,
lyzin) 0,2 % (w/v) kazdé jednotlivé aminokyseliny.
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3.2.2 Experiment 11

Tento experiment navazoval na Experiment I. Vybrané kmeny bakterii,
pozitivni na produkci BA (jednoho a/nebo vice), byly nasledné podrobeny
analyzam, kde byla sledovdna kinetika produkce piislusnych BA v zavislosti
na vlivu vybranych faktori prostfedi (teplota; pH; koncentrace NaCl;
aerobni/anaerobni prostiedi). Urovné faktorii byly inspirovany technologickymi
procesy  zpracovani  potravin, studiemi  dekarboxylaza  pozitivnich
mikroorganizmii a podminkami v Nafizeni ES (Evropského spolecenstvi)
tykajici se zpracovani potravin, zejména (Nafizeni Komise (ES) 1993 —2017).

V tomto experimentu probihala kultivace kment pozitivnich na produkci BA
pii teplotach 6, 12 a 30 + 1 °C, které simulovaly podminky chladirenskych
teplot a také teplotu optimalniho rstu vybranych mikroorganizmti. Délka
kultivace byla volena v zavislosti na kultivaéni teploté. Kultivace probihala jak
za aerobnich, tak 1 anaerobnich podminek (Obr. 11).

Bujon byl upraven nasledovné:
» obohacen o NaCl v koncentraci 0, 1, 2, 3 a 6 % (W/v);

» po pridani vSech slozek (bujon dle navodu vyrobce plus prislusné
aminokyseliny, pfipadné¢ NaCl) byla provedena uprava pH bujonu
na hodnoty pH 5, 6, 7. VSechny sledované faktory byly pouzity
ve vzdjemnych kombinacich.

Kromé stanoveni mnoZstvi BA metodou HPLC/UV byla sledovana také
opticka denzita, CFU.ml™" a pH bujonu po kultivaci bundk.
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Priprava dekarboxyla¢niho média: M17
nebo BHI bujon + 0,2 % (w/v)
aminokyselin (arginin, ornitin, histidin,
tyrozin, lyzin),

Inokulace 24-hodinovou kulturou,
kultivovanou v dekarboxyla¢nim meédiu

Kulivace (=6, 12, 30 °C), po dobu
potfebnou k narustu bunek, v an/aerobnim
prostiedi.

(Odbér vzorkt pro analyzy)

Doplikova méfeni:
Vyvoj pH,

opticka denzita
(2=600 nm)

a KTJ (CFU)

Ziskani supernatant centrifugaci a filtraci

Derivatizace dansylchloridem a filtrace
vzorku

Separace a detekce biogennich amin
RP-HPLC/UV (A=254 nm)

Obr. 11. Schéma experimentu Il — sledovani faktoru ovliviiujicich dekarboxyldzovou
aktivitu testovanych kmenu in vitro.

Odbér vzork pro analyzy probihal pfi optimalni rstové teploté v rozsahu 48
hodin (2., 4., 6., 8., 10., 12., 30., 36. a 48. hodinu), pfi nizSich teplotach
pro dosazeni potfebného narlistu bunék odbéry probihaly v delSich intervalech
0.,1.,2.,3.,4.,5.,6.,7.,10., 12. a 15. den kultivace) a to tak, ze byly odebrany
od kazdého kmene a kazdé irovné faktoru 2 zkumavky. Cely Experiment II byl
proveden dvakrat.

3.3 Metody vyuzivané v experimentalni ¢asti
3.3.1 Stanoveni naristu bunék

Me¢éfeni optické denzity bylo vyuzito v Experimentu II, kdy v jednotlivych
etapach odbéru vzorkil byl sledovan nariist bun¢k bakterii rodit Enterococcus a
Staphylococcus produkujicich biogenni aminy. Optickd denzita bunék byla
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sledovéna pti vinové délce 600 nm (ODgg) proti bujénu obohaceném o piislusné
prekurzory bez zaoCkovanych bunék v mikrotitracnich destickach s pouzitim
pfistroje TECAN Sunrise TW/TC (Tecan, Minnedorf, Svycarsko)
pii sledovanych teplotach ristu 6, 12, 30 + 1 °C. Zaroven se sledovanim optické
denzity byly zjiStovany plotnovou metodou také celkové pocty mikroorganizmi
(CFU.ml"). Na zivném médiu (BHI agar) byly olkovany suspenze bakterii
(100 pul) v odbérovém case ve trojim po sobé jdoucim fedéni a dvojim
opakovani. Pfi zaoCkovani na plotny agaru bylo piislusné fedéni vybirano dle
zékalu bakteridlni suspenze.

3.3.2 Meéreni pH kultiva¢niho média

M¢éfrenim pH kultivacniho média byly v jednotlivych odbérovych dnech
srovnavany zmény média v dasledku ristu bakterii. Kultivatni médium bylo
po inkubaci mikroorganizmu centrifugovano 6000 x g; 22+1 °C; 30 minut a
po odstranéni bakterii byla zjiStovadna hodnota pH bujénu. Hodnoty pH byly
méfeny pH—metrem (EUTECH Instruments, Malaysia).

3.3.3 Stanoveni aminokyselinového profilu kultiva¢nich médii

Aminokyselinovy profil pouzitych kultivacnich médii a jejich komponentil
byl stanoven po kyselé 1 oxidativni hydrolyze na aminokyselinovém analyzatoru
AAA 400 (Ingos, Praha, CR) po postkolonové derivatizaci ninhydrinem (ZMBD
Chemik s.r.o, CR). Obsah aminokyselin v médiu byl stanoven z diivodu jejich
vztahu k dekarboxylaénim reakcim. Pro ucCely srovnani byly zjiSténé
koncentrace vyjadieny v 1 1 tekutého média (g.1"), podle Lazarkova et al.
(2010).

3.3.4 Stanoveni biogennich amint kapalinovou chromatografii

Bujon po kultivaci testovanych bakterii byl centrifugovan (15000 x g;
22+1 °C; 20 minut) a ziskany supernatant byl zfedén v poméru 1:1 (w/v)
kyselinou chloristou (1,2 g.mol'; Merck, Darmstandt, Némecko). Smés byla
podrobena derivatizaci dansylchloridem (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)
v acetonu (Sigma—Aldrich) o koncentraci 5 mg.ml"' podle Dadakova et al.
(2009). Jako interni standard byl pouZzit 1,7-heptandiamin (Sigma—Aldrich).

Podminky separace sledovanych BA jsou popsdny v praci Sméla et al. (2004).
Separace byla provedena gradientovou eluci (voda/acetonitril; Sigma—Aldrich).
Kazdy z péti nakultivovanych bujonll (pro jeden testovany mikroorganizmus a
kombinaci stejnych sledovanych faktorti, v€etné kontroly) byl derivatizovan
dvakrat a kazda derivatizovana smés byla nanesena na kolonu (autosampler;
LabAlliance, USA and Agilent, Technologies, Agilent, Santa Clara, California,
USA, kolona ZORBAX, Eclipse XDB-C18, 50 x 9 x 3.0 mm, 1.8 um; Agilent
Technologies), detekce probihala pomoci DAD UV/VIS detektoru (A=254 nm)
ve dvojim opakovani (n=20).
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3.3.5 Statistické metody hodnoceni dat

Vysledky chemickych a mikrobiologickych analyz byly statisticky
vyhodnoceny s vyuZitim Kruskal-Wallisova a Wilcoxonova testu.

Rist mikroorganizmt v ¢ase byl sledovan pomoci hodnot optické denzity
(kapitola 3.3.1). Hodnoty optické denzity byly vyuzity k odhadu poctu
mikroorganizmi v Case t (N;), a to za pouziti kalibra¢niho modelu. Zavislost
logaritmu relativniho poctu mikroorganizmi y = In (N¢/Ny), kde N; a Ny jsou
celkové podty mikroorganizmti (CFU.ml™") v Gase t a ¢ase 0, na &ase t (h) byla
modelovana pomoci Gompertzova modelu (Rovnice 1):

y=A-exp {—exp [”%f A—-t)+ 1]} (1)

kde: . je maximalni specificka ristova rychlost (mg.1.h™"); A lag faze (h); A
je asymptota definovand jako maximdlni dosaZzena hodnota relativniho poctu
mikroorganizmd (mg.1").

Pro vypocet parametri p,, A a A byla pouzita nelinearni regresni analyza
(Marquardt-Levenburgova metoda) pro ndasledujici podminky p > 0, A > 0
aA>0. Vyvoj produkce obsahu BA (mgl') u rodd Enterococcus a
Staphylococcus byl modelovan také s pouzitim Gompertzovych modela.
Zavislost obsahu vyvoje BA (y) (mg.I'") na ¢ase (t) byla vyjadiena jako (Rovnice
2):

y = Aga - exp {—exp [222° (15, — 1) + 1} @)

kde: puga je maximalni rychlost produkce jednotlivych sledovanych
biogennich amint (mg.1".h™);

Aga je doba prodleni produkce BA (h);
Aga je asymptota definovana jako maximalni produkce BA (mg.1™).

Vyznam jednotlivych parametri Gompertzova modelu je znazornén
na Obr. 12. (Zwietering et al., 1990).
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In (NY/NO)

ABA [

Obr. 12. Parametry Gompertzova modelu (upraveno podle Zwietering et al., 1990).

Pro vypocet parametrii p,, A a A byla pouzita nelinearni regresni analyza
(Marquardt—Levenburgova metoda) pro nasledujici podminky pga > 0, Aga >0 a
Aga > 0. Absolutni tvorba BA (mg.l'l), muizZe souviset s absolutnim poctem
bakterii v bujonu (CFU.ml™"). Lze tedy vyuzit tzv. produkéni (yield) faktor
(Ysa/CFU, mg.CFU™), ktery vypovida o teoretické produkci BA jednou CFU.
Produkéni faktor (Yga/CFU) lze vypocitat dle modelu (Rovnice 3):

BAt == BAO + YBA/CFU - (Nt - No) - 1000 (3)

kde BA, a BA, (mg.I"") jsou koncentrace biogennich amind v ¢ase t a 0 a N, a
No jsou celkové poéty CFU.ml" v &ase (t) a ase 0. Parametr Yg»/CFU byl
odhadnut metodou nelinedrni regrese (Marquardt—Levenburgova metoda)
pro Yga/CFU > 0. Parametr Yy,/CFU byl vyjadfen v mg.10°.CFU™.

Kvalita navrzenych modelti byla posuzovana pomoci indexu determinace (12).
Homogenita parametri regresnich funkci byla testovana s vyuZitim Kruskal—
Wallisova a Wilcoxonova testu, a to na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 (Buiikova
et al., 2011; Hendl, 2004; Zwietering et al, 1990). Data byla po statistické
analyze zndzornéna v grafech vytvorenych v programu Origin® 2016 (Graphing
& Analysis).
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Vysledky experimentu I — dekarboxylazova aktivita

V prvni experimentalni c¢asti byl proveden skrining tvorby BA u rodi
Enterococcus (33 kmentl) izolovanych z kréalika domaciho a Staphylococcus (21
kmentl) izolovanych z pstruha poto¢niho.

Na zéklad¢ analyzy dat byly mikroorganizmy podle dekarboxyldzové aktivity
rozd¢leny do péti skupin: velmi nizkd produkce biogennich amint, produkce BA
pod mezi detekce (<2 mg.l';-); nizkd produkce (2-10 mgl';+); stfedni
produkce (10-100 mg.lI"; ++); vysoka produkce (100-1000 mg.l"'; +++); a
velmi vysoka produkce (>1000 mg.I"; ++++). Vysledky obsahti BA v médiich
po kultivaci sledovanych mikroorganizmt jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5. Produkce biogennich aminu bakteriemi rodu Staphylococcus a Enterococcus
izolovanymi ze Salmo trutta a Oryctolagus curiculus.

Druh N*  Mnozstvi biogennich amind (<2 mg.1" (<); 2-10 mg.I"" (+); 10—
100 mg.I" (++); 100-1000 mg.1"" (+++); >1000 mg.I" (++++))°
Putrescin Fenyletylamin Kadaverin Tyramin

Staphylococcus

warneri 9 5/0/4/0/0 3/2/4/0/0 2/2/1/4/0 2/1/0/1/5

Staphylococcus

pasteuri 2 1/0/0/1/0 0/1/1/0/0 0/0/0/2/0 0/1/0/0/1

Staphylococcus

epidermidis 3 1/1/1/0/0 0/2/1/0/0 0/0/1/1/1 0/1/0/0/2

Staphylococcus

haemolyticus 4 1/0/2/1/0 2/2/0/0/0 0/0/1/2/1 1/1/1/1/0

Staphylococcus

hominis 3 0/0/0/2/1 3/0/0/0/0 1/0/0/2/0 0/1/0/0/2

Enterococcus

faecium 22 20/0/0/2/0 16/1/5/0/0 5/16/1/0/0 5/7/3/0/7

Enterococcus

sp. 11 11/0/0/0/0 7/0/4/0/0 1/10/0/0/0 0/1/4/1/5

* N — Pocet izolati daného druhu bakterii
® Pocet izolati, které produkovaly BA v rozmezi koncentraci: <2 mg.1™" (-); 2-10 mg.l"
(+); 10-100 mg.I"" (++); 100-1000 mg.I"" (+++); >1000 mg.I"" (++++)

5.1.1 Enterococcus sp.

VétSina testovanych kmenti rodu Enterococcus (31 ze studovanych 33 izolath)
byla posouzena jako dekarboxylaza pozitivni. Dva kmeny (M2C; M3b)
produkovaly putrescin v kombinaci s kadaverinem a tyraminem. Devét 1zolath
(5BM1; 5BM2; M1B; M2c; M3a; M4aA; M5a; M5aA; M5aB) produkovalo
fenyletylamin spolu s kadaverinem a tyraminem. Dvojici BA kadaverin a
tyramin produkovalo dalSich 13 enterokokt (1BM; 4BM1; 4BM2; Mlc; M2a;
M2A; M3A; Mé6c; M6C; M4B; M6B; M7Ba; M7Bb). Jeden izolat (M5A)
produkoval kadaverin a fenyletylamin. Zbylych 6 dekarboxyldza pozitivnich
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kment produkovalo po jednom biogennim aminu: dva kmeny (M1C; M7b)
kadaverin a &tyfi kmeny (M2cA; M2cB; M4aB; M4C) tyramin. Zadny
ze sledovanych kmena rodu Enterococcus neprodukoval histamin, spermin a
spermidin. Pouze u dvou izolati (Mlb; M7C) nebyla viibec produkce
sledovanych biogennich amint zjiSténa.

Z dvaadvaceti sledovanych kmenl Enterococcus faecium 5 kmenti (5SBMI;
MI1B; M3a; M4aA; M5aB) tvofilo kombinaci BA kadaverin (6,0+0,2 mg.l'l,
8,0+1,0 mg.l'l, 4,0+0,8 mg.l'l, 5,0+0,3 mg.l'1 a 5,0+1,0 mg.l'l), fenyletylamin
(50,0+8,0 mg.I"", 40,0+4,0 mg.l", 46,0+8,0 mg.I", 30,0+5,0 mg.lI" a 32,0£2,0
mg.I") a tyramin (3400,0+170,0 mg.1"', 2800,0£300,0 mg.1"', 3400,0£90,0 mg.I
' 3200,0£160,0 mgl' a 3300,0+300,0 mgl"). Dva kmeny (M2C; M3b)
produkovaly putrescin (600,0+20,0 mgl' a 860,0+100,0 mgl™"), kadaverin
(2,0+£0,2 mg.I" a 5,0+0,3 mg.1™") a tyramin (7,0+4,0 mg.I" a 40,0+10,0 mg.1™).
Castou kombinaci (celkem 7 kmenti; 4BM1; M2a; M2A; M4B; M6c; M6C;
MIc) byla také tvorba kadaverinu (5-10 mg.I" média) a tyraminu (2-20 mg.1"
média). U dvou kmenli (M1C; M7b) byla pozorovana tvorba pouze kadaverinu
(7,0+£1,0 mg.1" a 6,0+2,0 mg.1") a u dalsich 3 kmeni (M2cA; M2c¢B; M4C) jen
tvorba tyraminu (1100,0+20,0 mg.l'l, 3,0+1,0 mg.l'1 a 1100,0+30,0 mg.l'l).

Vsechny sledované kmeny Enterococcus sp. (1BM; 4BM2; 5BM2; M2c;
M3A; M4aB; M5a; M5aA; M6B; M7bA; M7bB) produkovaly tyramin (5—4000
mg.I"") a 10 z nich (krom& M4aB) také kadaverin (2—7 mg.I""). Pouze 1/3 kmenti
Enterococcus sp. (M5aA; 5BM2; M2c; M5a) produkovala jesté¢ fenyletylamin
(20-60 mg.l"). Putrescin a histamin nebyly v této skupind enterokok
detekovany.

Dle jiz zminénych vysledki byly pro experiment II (tvorba BA v zavislosti
na podminkach kultivace) vybrany dekarboxyldza pozitivni kmeny, aby u nich
mohla byt analyzovana produkce BA v zavislosti na podminkach kultivace.
Pro sledovani BA byla pouzita HPLC/UV (3.3.4).

5.1.2 Staphylococcus sp.

Z 21 sledovanych kment rodu Staphylococcus produkovalo 7 kmenta (18/1;
21/1; 22/3; 23/4; 23/5; 24/1; 24/2) soucasn¢ az 4 z monitorovanych BA.
U téchto kmentll byla obvykle zaznamenana stfedni produkce putrescinu, nizka
az stfedni koncentrace fenyletylaminu, stfedni az vysoka produkce kadaverinu
a velmi vysoka koncentrace tyraminu. DalSich 5 kmenti (16/2; 19/1; 21/2; 22/1;
23/2) produkovalo soucasné¢ 3 BA v kombinaci fenyletylamin, kadaverin a
tyramin. Pouze u jednoho kmene (18/1) byla stanovena velmi nizkd produkce
histaminu. DalSich 5 kment (19/2; 20/1; 22/2; 23/1; 23/3) tohoto rodu
produkovalo rizné kombinace BA: (i) 3 kmeny (22/2; 23/3; 20/1) putrescin a
kadaverin; (i1) jeden kmen (23/1) fenyletylamin a tyramin; (ii1) jeden kmen
(19/2) putrescin a tyramin; a (iv) 2 kmeny (20/2; 22/4) putrescin, kadaverin a
tyramin. Dva kmeny produkovaly pouze jeden biogenni amin: kmen 16/1
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produkoval tyramin (900+60 mg.1™") a kmen 24/3 produkoval kadaverin (600+10
mg.1™).

VSichni sledovani zéstupci Staphylococcus warneri produkovali néktery
ze sledovanych BA, a to nasledujicim zplisobem: fenyletylamin byl detekovan
po kultivaci u 5 kmena (16/2; 18/1; 23/1; 24/1; 24/2; 7-32 mg.l'1 média);
kadaverin u 7 kment (16/2; 18/1; 23/2; 23/3; 24/1; 24/2; 24/3; 6—600 mg.l'1
média); a tyramin u 7 kmenii (16/2; 18/1; 23/1; 24/1; 24/2; v koncentraci >1000
mg.I" média). U 4 kment (23/2; 23/3; 24/1; 24/2) byl kadaverin a tyramin
produkovan spolu s putrescinem (1440 mg.l' média). Pouze jeden kmen
S. warneri 18/1 produkoval histamin (3,0£0,4 mg.l"' média).

Oba sledované kmeny Staphylococcus pasteuri (19/1; 23/5) produkovaly
fenyletylamin (20,0+5,0 mg.I" a 2,240,2 mg.1™"), kadaverin (900,0£130,0 mg.l"
a 1200,0+200,0 mg.1™") i tyramin (5,5+3,0 mg.l" a 5,5+2,0 mg.I"). Produkce
putrescinu byla zjisténa pouze u jednoho z kment (19/1) S. pasteuri (950,0+£84,0
mg.l" média). Dva ze tii testovanych kment S. epidermidis (21/1; 23/4)
produkovaly BA v kombinaci putrescin (8,0+3,0 mg.l" a 40,0+5,0 mg.l™),
fenyletylamin (8,0+2,0 mg.l" a 2,0+0,1 mg.l"), kadaverin (40,0+4,0 mg.l' a
1000,0+100,0 mg.I'") a tyramin (2200,0+200,0 mg.I" a 6,0+2,0 mg.1""). U tietiho
sledovaného kmene S. epidermidis (21/2) nebyla zjisténa produkce putrescinu,
zjistétna vSak byla pfitomnost fenyletylaminu, kadaverinu a tyraminu
v koncentracich 32,0+4,0 mg.1", 570,0+80,0 mg.I"' a 2600,0+350,0 mg.1"".

Vsechny tfi sledované kmeny S. hominis (19/2; 20/1; 20/2) produkovaly
putrescin  (800,0+170,0 mg.I", 750,0+£50,0 mg.l' a 1100,0+£300,0 mg.l™),
kadaverin (nedetekovan, 900,0+300,0 mg.l"' a 640,0+26,0 mgl') a tyramin
(1300,0+£380,0 mg.1", 2,0+0,9 mg.1" a 1750,0+200,0 mg.1™).

Ti1 ze C&tyt 1zolath Staphylococcus haemolyticus (22/2; 22/3; 22/4)
produkovaly putrescin (60,0+20,0 mg.1", 190,0+16,0 mg.I" a 45,0+3,0 mg.I'"),
Ctyfi kmeny (22/1; 22/2; 22/3; 22/4) produkovaly kadaverin (13,041,0 mg.l'l,
580,0+£50,0 mg.I"", 930,0+30,0 mg.I" a 1300,0+100,0 mg.I""). T¥i kmeny (22/1;
22/3; 22/4) syntetizovaly navic tyramin (500,0+20,0 mg.l", 5,0+0,7 mg.l’, a
4,2+0,4 mgl') a izolat 22/3 dokonce v nizkém mnozszvi (3,0£0,4 mg.l")
1 fenyletylamin. Produkce biogennich amint u zastupcii S. haemolyticus nebyla
v dostupné literatufe popsana.

5.2 Diskuze k experimentu I

Dekarboxylace BA je metabolickou cestou, kterd je Siroce rozSifena
u enterokoklt (Marcobal et al., 2012). Enterokoky jsou soucésti rezidentni
mikroflory stfev obratlovcl, odkud se Sifi do pidy, vody, na rostliny, hmyz a
kontaminuji tak Zivotni prostfedi, potraviny a mohou odtud infikovat ¢loveka
(Franz, 2003; Franz and Holzapfel, 2006). Stafylokoky patiti mezi
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vSudypfitomné bakterie, jejich vyskyt je primarné svdzan s kizi, koznimi
zlazami a sliznicemi teplokrevnych obratlovcl. Nasledné jsou tedy bézné
1zolovany z potravin Zivo¢iSného pivodu (maso, mléko, syry), kam se dostavaji
béhem pordzky hospodaiskych zvitat, v pribéhu skladovani a distribuce (Yang
et al.,, 2016) a z nejrazngjSich prostiedi. Zastupci obou rodli mohou vyvolat
alimentarni infekce ¢i intoxikace, na druhou stranu se enterokoky vyuzivaji
pi1 vyrobé potravin Ci se piiddvaji jako probiotika (Bhardwaj et al., 2010).
Z toho diivodu je velmi dilezit¢ dikladné zmapovat dal§i moZnosti ohrozeni
zdravi konzumentd produkci nebezpecnych latek, jako jsou BA. Je otazkou, zda
je tolerance enterokokl jako nonstartérovych kmenl v potravinach pfijatelnd
(Morandi et al., 2005).

Pouze u dvou kmentit (MC7; M1b) ze vSech 33 sledovanych zastupct rodu
Enterococcus nebyla zjiSténa zadna dekarboxyldzova akvitiva. U rodu
Staphylococcus byla produkce BA zjiSténa u vSech sledovanych kmenf, pficemz
byly detekovany nasledujici BA: histamin, tyramin, putrescin, kadaverin a
fenyletylamin. Naopak, Zadny ze sledovanych kment enterokokt a stafylokoki
nevykazoval produkci sperminu, spermidinu nebo tryptaminu. Na bohatou
produkci BA unékterych zastupci rodt Enterococcus a Staphylococcus
upozornili jiz ve svych studiich Cosentino et al. (2004), Martin et al. (2006),
Burdychovd a Komprda (2007), Buitkkova et al. (2009), Even et al. (2010) a
Latorre—Moratalla et al. (2010). Leuschner et al. (1998) uvedli, Ze existuji
kmeny rodu Staphylococcus izolované z potravin, kter¢é BA netvoii. Podle
Martin et al. (2006) jsou stafylokoky obvykle uvadény jako slab& pozitivni nebo
dekarboxylaza negativni mikroorganizmy. Vysledky této prace vSak poukazuji
na skuteCnost, ze stafylokoky mohou byt vyznamnymi producenty BA a
potencidlng tak ohroZovat bezpecnost potravin.

Zastupci druhu S. warneri vtéto praci vyznamné produkuji tyramin a
kadaverin. V menSi mife se vyskytuje fenyletylamin a putrescin. Na tvorbu
kadaverinu a putrescinu u zastupct S. warneri izolovanych z fermentovanych
masnych vyrobkli upozornili ve studii Latorre-Moratalla et al. (2010), zatimco
tyramin zjiS§tén nebyl. Naopak studie Martin et al. (2006) zmiiiuje schopnost
dekarboxylace tyrozinu a histidinu u kment s obdobnym pivodem stejného
druhu.

Podle vysledkii této prace jsou zastupci S. epidermidis schopni syntetizovat
tyramin, kadaverin, fenyletylamin a putrescin. Podle Latorre-Moratalla et al.
(2010) mohou kmeny S. epidermidis pouzit¢ béhem vyroby suchych
fermentovanych klobas produkovat putrescin. Dale byla v literatufe u tohoto
druhu prokazana produkce tyraminu (Marino et al., 2011), kadaverinu
(Bermudez et al., 2012) a fenyletylaminu (Even et al., 2010).

U kmeni Staphylococcus hominis studovanych v Experimentu I nebyla
zaznamendna tvorba histaminu, kdeZzto tyramin, putrescin a kadaverin byly
nadprodukovany. V dostupné literatufe nebyla nalezena produkce tyraminu a
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putrescinu u izolath S. hominis z produkti rybolovu (Hwang et al., 2011),
naopak neprodukovaly histamin, fenyletylamin a kadaverin.

Oba kmeny S. pasteuri produkovaly vyznamné kadaverin, tyramin v rozdilné
mife a mirn¢ fenyletylamin. Putrescin byl zaznamenan pouze u jednoho kmene.
Bermudéz et al. (2012) zjistil pouze velmi nizké koncentrace putrescinu a
kadaverinu u zastupct tohoto druhu.U studovanych kment S. haemolyticus byla
nejvyznamnéj$i produkce kadaverinu, putrescinu a tyraminu. Fenyletylamin byl
tvofen ve velmi nizkych koncentracich. V aktualni odborné literatufe nejsou
dostupné zadné udaje o dekarboxylazové aktivité u tohoto druhu.

Vramci Experimentu I byla potvrzena vyznamna produkce tyraminu
u vétsiny z 33 studovanych kment rodu Enterococcus. Dva kmeny vyrazné tvoti
putrescin. Fenyletylamin a kadaverin byly zaznamenédny spiSe ojedinéle a
v nizkych koncentracich. Halasz et al. (1994) popisuje vyraznou tvorbu BA
u enterokokl izolovanych ryb. Produkce BA zastupci rodu Enterococcus je
v literatufe zndma a hojné popsana (Bover-Cid et al., 2001; Marcobal et al.,
2006 a Burdychovd a Komprda, 2007). Burdychovd a Komprda (2007) také
uvedli, ze fada kmentl rodu Enterococcus tvoti takové koncentrace tyraminu,
které jiz piekraduji hladinu toxicity (100 mg.l"). U testovanych kment
enterokokll v rdmci Experimentu I nebyla zjiSténa produkce histaminu, coz
koresponduje s praci ten Brink et al. (1990), avSak Martin et al. (2006) uvadi
opak. Jelikoz jsou nékteré kmeny enterokokd pouzivany dokonce jako
probiotika (Deepika a Rakshit, 2011; Bhardwaj et al., 2010), je tieba se
dekarboxyldzovou aktivitou zastupcii tohoto rodu podrobnéji zabyvat.

Bover-Cid et al. (2001) zjistili produkci tyraminu (5004300 mg.l"') a
fenyletylaminu (40-432 mg.I") u kment E. faecium. Naopak u tdchto izolati
nedetekovali produkci putrescinu a kadaverinu. Autofi rovnéZ oznacuji
studované enterokoky za casté producenty tyraminu a fenyletylaminu, coz
koresponduje s vysledky této prace. Castou produkci tyraminu u kmend
E. faecium popisuji také Roig—Sagués et al. (2002), Cosentino et al. (2004) a
Komprda et al. (2008a). V pfipadé kmenil testovanych v této dizertaCni praci
byla tyramin—pozitivni az ¢tvrtina izolath E. faecium. Dapkevicius et al. (2000)
studovali kmeny E. faecium izolované z makrely obecné (Scomber scombrus) a
detekovali v souladu s vysledky této prace bohatou produkci tyraminu. Oproti
tomu, posledné citovani autofi, poukazuji také na produkci histaminu, ktera
nebyla v této studii u izolat E. faecium zjiSténa. Latorre—Moratalla et al. (2010)
detekovali u kmenll E. faecium kromé& jiz nékolikrat zminéného tyraminu
1 produkci fenyletylaminu a tryptaminu. Pircher et al. (2007) uvedli, Ze
dekarboxylazova aktivita u E. faecium tvoticich histamin a putrescin je slaba.
Kromé dvou izolatl sledovanych v této praci nebyla produkce putrescinu
u E. faecium zjiSténa. Na druhou stranu, u dvou putrescin—pozitivnich kmeni
byla tvorba putrescinu hojnd (>500 mg.l™"). Produkce kadaverinu nebyla
u izolatl E. faecium v dostupné literatufe nalezena.
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Podle Marcobal et al. (2006) je produkce BA ovlivnéna mimo jiné mnozstvim
prekurzorii (zejména volnych aminokyselin) a Gpravou fyzikalné chemickych
podminek prosttedi. Navic produkce BA je vlastnost kmenove zavisla (Buiikova
et al., 2009; Standarova et al., 2009; Pircher et al., 2007). Zde je mozné hledat
zdlvodnéni rozdilit mezi publikovanymi studiemi a vysledky této prace.

Na vysokou produkci tyraminu kmeny Enterococcus sp. upozornili ve svych
pracich napt. Koutsoumanis et al. (2010) a Pircher et al. (2007). Pons-S.-
Cascado et al. (2005) popisuji ve studii, kde sledovali pifitomnost BA
1 mikrofloru v sardeli obecné (Engraulis encrasicholus), produkci BA u izolath
enterokokll. Tyto publikované vysledky jsou v souladu se zavéry Experimentu I.
Rada zastupct rodu Enterococcus produkovala tyramin v toxikologicky
vyznamnych koncentracich (autofi prezentovali mnozstvi tyraminu 320-2010
mg.l"). Avsak, poslednd zminéni autofi nezaznamenali produkci putrescinu,
kadaverinu ani histaminu. Produkce kadaverinu bakteriemi rodu Enterococcus
nebyla v literatufe prozatim Casto uvadéna. Lze tedy shrnout, Ze tyramin je
stejné vyznamnym biogennim aminem jako histamin a lze navrhnout jeho
determinaci v potravinach.

Kapalinovd chromatografie s pfedkolonovou derivatizaci dansylchloridem a
UV detekci (A=254 nm) je vhodnou, piesnou, avSak financné¢ nakladnou
metodou ke stanoveni biogennich aminil. ZvySuje se potieba pro jednodussi,
levnéjsi a rychlejs$i metody detekce nebezpecnych aminl v potravinach. Jedna
znich je zaloZena na vyuZiti nanocastic zlata (El-Nour et al., 2017). Dalsi
perspektivni alternativou ke stanoveni BA metodou HPLC se jevi selektivni
metoda Surface Enhanced Raman Spektroskopy (SERS—TLC). Tato metoda byla
kvalitativné 1 kvantitativné validovéana na vzorcich ryb (Xie et al., 2017).

5.3 Vysledky experimentu II — sledovani vlivu faktori

V Tab. 6 jsou uvedeny hodnoty vyprodukovanych BA za optimalnich
kultivaénich podminek pro bakterie. V této praci byla sledovana produkce BA
v Case za riznych zménénych podminek ristu: teplota 6, 12 a 30 °C v kombinaci
s pridavkem NaCl 1, 2, 3, 6 % (w/v), v zavislosti na pfistupu kysliku a pH
kultivaéniho prostiedi (pH 5, 6, 7). VSechny uvedené faktory byly studovany
ve vzdjemnych kombinacich. Tyto faktory simuluji podminky prostiedi
v potravinach, kde se enterokoky a stafylokoky b&zné vyskytuji (na povrchu i
uvnitt potravin).

Do rlstového média byly soucasné pfiddny aminokyseliny — arginin,
fenylalanin, histidin, lyzin, ornitin a tyrozin v koncentraci 0,2 % (w/v).
U sledovanych kmenli enterokokl a stafylokokd byla zjisténa produkce
kadaverinu (CAD), fenyletylaminu (PHE), putrescinu (PUT) a tyraminu (TYM).
Histamin (HIS), spermidin (SPD) a spermin (SPM) byly produkovany ojedin¢le.
Tryptamin (TRP) nebyl detekovan u Zadného sledovaného kmenu.
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Primérnd hodnota mnozstvi BA stanovend v ¢ase 0 v médiu BHI byla
5,5+0,3 mg.l". Vzhledem k tomuto faktu je za produkci povaZzovana hodnota
nad tuto mez. Biogenni aminy v téchto nizkych hodnotéach jsou nejen piirozenou
soucasti zivnych médii, ale mohou byt dany i1 metodikou pfipravy inokula
(Kapitola 3.1.2). Z literatury je znamo, ze produkce BA je velmi Uizce spojena
s poctem bakterii v daném prostiedi. Z tohoto diivodu byly stanoveny riistové
kfivky u tfi modelovych kment (Enterococcus faecium M2C, Staphylococcus
pasteuri 19/1, Staphylococcus epidermidis 21/2).

Tab. 6. Produkce biogennich aminii bakteriemi rodii Staphylococcus a Enterococcus
za optimalnich podminek ristu (30 °C, pH 7, bez pridavku NaCl, aerobné).

BA mg.I?
TYM PHE HIS TRP PUT CAD SPM SPD
Enterococcus faecium

M2C 9448 3770 53 05199 13 11 08
Enterococcus sp. M5a 13275 913 10 163 85 158 379 19

Staphylococcus 1196,5 467,1 2,8 452 163 185 222 10
epidermidis 21/2
Staphylococcus hominis
20/2
Staphylococcus pasteuri

19/1

1678,0 761,4 58 284 183 27,7 163 21

1590,5 278,8 2,5 39,0 341 166 7,1 15

5.3.1 Enterococcus faecium M2C

Dekarboxyladzova aktivita kmene Enterococcus faecium M2C byla sledovana
pii nasledujicich kultiva¢nich podminkéch: teplota 641 °C, 12+1 °C a 30+1 °C;
pHS5,6a7;0,1,2, 3,6 % (w/v) NaCl za aerobnich a anaerobnich podminek.
NejvySsi maximalni hodnoty a podminky, pii kterych bylo téchto hodnot
dosaZeno, jsou uvedeny v Tab. 7.

Tab. 7. Maximalni produkce BA u Enterococcus faecium M2C.

Enterococcus faecium M2C BAmg.I” Tt(éfé(;ta PH I(\IV\{/i/(\:/) an/acrobné
tyramin 2200,1 30 6 1 AN
fenyletylamin 391,8 30 6 0 A
histamin 131 30 7 0 AN
tryptamin 22,2 6 6 1 AN
putrescin 63,6 30 6 1 AN
kadaverin 142 12 6 1 AN
spermin 354 30 5 6 A
spermidin 34,8 12 7 1 A
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Rustova kiivka Enterococcus faecium M2C

Délka lag faze se prodluzovala se snizujici se teplotou i pH a se zvysujici se
hodnotou NaCl > 3 % (w/v). Pii stejném pH, ale pfi snizené teploté byl rist
enterokokli velmi zpomalen. Jak je patrné z Obr. 13, byla lag faze rastu
E. faecium prodlouZzena dvojnasobné pii koncetraci NaCl 3 % (w/v) a
Ctyfndsobné pii koncetraci NaCl 6 % (w/v). Mnohem men$i vliv mélo na riist
bunék pH. E. faecium M2C 1 v§echny ostatni kmeny sledovanych enterokok (£.
faecium 5SBM1; Enterococcus sp. M5a) vykazovaly podobné chovani pii vSech
sledovanych faktorech.

~J

log CFU.ml*

Ci
o))

12 18 24
Doba kultivace (h)

- - EF pH5 NaCl0 EF pH5NaCl3 - - - - EF pH5Naclo
EF pH6 NaCl0

EF pH6 NaCl3

EF pH6 NaCl6
EF pH7NaClOsseess EF pH7NaCl3sssees EF pH7 NaCl6

Obr. 13. Riistove krivky Enterococcus faecium M2C (EF) pri pH 5, 6 a 7 (pH5, pH6 a
pH?7), t=30 °C, aerobnich podminek s pridavkem riiznych koncentraci 0, 3 a 6 % (w/v)
NaCl (NaCl0, NaCl3 a NaCl6).

Vliv teploty na produkci biogennich aminii

U vySe zminénych kmeni enterokoktli byla sledovana kinetika produkce BA
in vitro v zavislosti na kultiva¢ni teploté¢ (6, 12 a 30 °C). Suma vSech
sledovanych BA byla ovlivnéna pfedev§im mnozstvim tyraminu. Pfi nizSich
teplotach kultivace byla produkce tyraminu u E. faecium M2C po 24 hodinové
kultivaci niz8i nez pii kultivacni teploté¢ 30 °C. Pii této teploté byla produkce
TYM (2200,5+20,7 mg.l") nékolikanasobnd vyssi. Ackoli teplota 6 °C neni
optimdlni pro rist enterokokli, nebylo pozorovano pieruSeni ristu bunék, ani
zastaveni produkce BA. DalSim ze sledovanych BA byl fenyletylamin. Produkce
PHE byla nejvyssi po 48 hodinové kultivaci pii teploté 30 °C, kdy dosahla
koncentrace 992,6+9,9 mg.I"". Béhem kultivace pii nizsich teplotach 6 a 12 °C
byla jeho produkce naopak velmi nizka, <5,0 mg.l"'. K vyraznému navyseni
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produkce fenyletylaminu pii nizSich teplotach doSlo az po 360 hodinach
kultivace (207,7+3,39 mg.1™").

Putrescin je prekurzorem tvorby sperminu i spermidinu v ramei metabolizmu
L-argininu. Po 24 1 48 hodinach kultivace bylo mmnoZstvi produkovaného
putrescinu, sperminu 1 spermidinu, pii vSech teplotach fadovée stejné. Histamin,
kadaverin a tryptamin nebyly zaznamenany na hranici detekéniho limitu 2 mg.1"
pii vSech testovanych teplotach kultivace.

Viiv pH na produkci BA u Enterococcus faecium M2C

Nejvyznamnéj$im BA, dle vyprodukovaného mnoZstvi, byl tyramin. Nejvyssi
stanovené mnozstvi TYM produkované E. faecium M2C bylo pii 6 °C, pH 5 a
po 336 hodinach kultivace. Z grafli (Obr. 14) je patrné, ze nejvhodnéjsi prostiedi
pro tvorbu tyraminu pii teplot€¢ 6 °C bylo médium o pH 5, zatimco pii vySSich
teplotach byla produkce tyraminu podpotfena pii pH 6. Pfi 30 °C a pH 6 byla
produkce TYM po 48 hodinach kultivace nejvyssi (1996,5 mg.l™"). Produkce
TYM byla iniciovana rychleji pti pH 5 a 6 nez pii neutralni hodnoté pH. Avsak
produkce TYM se vtéchto médiich po 24 hodindch kultivace vyraznéji
zpomalila oproti produkci pii pH 7.

Obr. 14. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri teplote 30 °C
u Enterococcus faecium M2C v zavislosti na pH.

Na vyznamnych zménach produkce fenyletylaminu v zavislosti na pH se jako
dualezity faktor podilela teplota. Pti kultivaéni teploté 30 °C dochazelo pii pH 5
k pozvolngjsi produkci fenyletylaminu neZ v médiu o pH 6 — 6,2 které se da
povazovat za optimalni pro produkci BA. Pii dalSim zvySovani pH (Ptiloha II,
Obr. 1) se produkce PHE v ¢ase snizovala. Pii 30 °C a pH 5 byla produkce po 12
hodinach kultivace fadové stejna jako pii pH 6. Dale bylo zjisténo, Ze se

[ RVAA4
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(2,0 mg.l™"). Pokud byl E. faecium M2C kultivovan pii teploté 6 °C, tak
nedochdzelo k produkci fenyletylaminu.

Zména pH neméla jednoznac¢ny vliv na produkci kadaverinu u E. faecium
M2C (Ptiloha II, Obr. 2). Pti 30 °C a pH 5 mnoZstvi kadaverinu v médiu mirné
klesalo béhem prvnich 24 hodin kultivace, poté se v pribéhu pokracujici
kultivace mnoZstvi kadaverinu vyraznéji neménilo. Pfi pH 7 mnoZzstvi
kadaverinu v médiu klesalo az ke 2,0 mg.I"' béhem 24 hodin kultivace. Pouze
pi1 pH 6 doslo k ndslednému nartstu produkce kadaverinu. Pfi kultivacni teploté
6 °C dochazelo k nartistu produkce kadaverinu pouze v kultivaénim médiu
upraveném na pocatecni pH 5 a 6. Pfi téchto kombinacich byla produkce po 48
hodinach kultivace dvojnasobna.

Dal$im sledovanym BA byl putrescin. Na zacatku kultivace mnozstvi
putrescinu klesalo pfi vSech sledovanych pH. Po 120 hodinach kultivace pfi
6 °C se spotieba putrescinu zastavila pouze u pH 7 (PUT snizen o 4,0 mg.1™).
SniZeni putrescinu mize byt vysvétleno tim, Ze je vyuZzivan bud’ jako prekurzor
polyaminl nebo jej buiiky vyuZivaji jako zdroj energie (Pessione et al., 2009;
Gardini et al., 2016). Pti pH 5 byla spotteba putrescinu po 360 hodinach
kultivace nejvyrazn&jsi, mnozstvi putrescinu bylo snizeno o 10,0 mg.1™".

Spermidin byl produkovéan pouze pii pH 7 (6 °C). Pii vyssich teplotach se
mnozstvi spermidinu v zdvislosti na pH vyrazné€ji neménilo. Dalsi sledovany
polyamin, spermin spiSe ubyval. K vyraznéjSimu poklesu pii 30 °C doslo jiz
po 12 hodinach kultivace. Redukce tohoto polyaminu byla nejvyrazné;si pi1 pH
5,ato 0 35,0 mg.I", k Gbytku sperminu dochézelo i pii pH 6 (016,0 mg.I"") a pH
7 (02,5 mg.1™).

Vliv NaCl na produkci BA u Enterococcus faecium M2C

Nejprodukovanéjsim BA u E. faecium M2C byl tyramin (Obr. 15). Nejvyssi
stanoven¢ mnozstvi TYM produkovane FE. faecium M2C v zavislosti
na mnozstvi NaCl bylo pti 30 °C, po kultivaci 24 a 48 hodin, pfi koncentraci 0 —
1 % NaCl, a to 2200,1 mg.I"". Nértst produkce tyraminu pfi optimalni riistové
teploté (30 °C) probihal do 35 hodin kultivace s nepatrnym vlivem NaCl na jeho
produkci. Pti pridavku 6 % (w/v) NaCl byly kone¢né hodnoty vyprodukovaného
tyraminu nizsi, coz bylo zptisobeno potlacenim ristu produkcéni mikroflory (Obr.
13). Pi 6 °C po 24 a 48 hodinach kultivace byla zjiS§téna nejvyssi produkce
tyraminu v médiu s 1, 2 a 3 % NaCl <58,3 mg.I"". Po 288 hodinach kultivace byl
sledovdn vyznamny narlst tyraminu v médiich s koncentraci NaCl do 2 %
(w/v). Maximalni produkce tyraminu byla po 312 hodinach kultivace pii 12 °C
pii 2 % (w/v) NaCl <1552,2 mg.I"". Pfi 6 °C a po 336 hodinach kultivace dolo
k vrcholu produkce tyraminu, pii 2 % (w/v) NaCl <189.4 mg.1I"". Vy$si hodnoty
produkce byly dosaZzeny vzdy v prosttedi snejnizS§im pH (pH 5). Po 360
hodinové kultivaci doslo k poklesu vyprodukovaného tyraminu o 10 % pfi vSech
sledovanych teplotach a pii koncentracich NaCl do 2 %.
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Hodnoty dal§iho ze sledovanych BA histaminu béhem kultivace
neptesahovaly <2,5 mg.I"". Produkce histaminu nebyla vyznamné pii kultivaci
6 °C ani pii 30 °C. Pii 12 °C byl sledovéan rist produkce histaminu po 312
hodinach kultivace na hodnotu az 9,8 mg.l" a po 360 hodinach kultivace byla
produkce histaminu <13,1 mg.1".
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Obr. 15. Kinetika produkce tyraminu pri 30 (a) a 6 (b) °C u Enterococcus faecium
M2C v zavislosti na koncentraci NaCl.

Dalsim ze sledovanych BA u E. faecium M2C byl fenyletylamin (Obr. 16;
Ptiloha II, Obr. 3). Pii vSech sledovanych teplotach vykazoval kmen vyraznou
produkci tohoto aminu, kterd byla vyznamné ovlivnéna mnoZstvim piidaného
NaCl. Pfi 6 1 12°C po 24 hodinové kulitvaci bylo mnozstvi PHE
vyprodukované pii 6 % NaCl nejnizs$i. Shodny vliv na produkci PHE mg¢l
piidavek NaCl pii vSech teplotach kultivace. Produkce PHE rostla se snizujici se
koncentraci NaCl. Pii 12 °C a po 360 hodinach kultivace bylo mnozstvi
vyprodukovaného PHE pii 6 % NaCl <5,5mg.l", pfi 3 % NaCl <147,3 mg.I"".
Tyto uvedené hodnoty fenyletylaminu byly také vyznamné ovlivnény pH.
Pti teploté¢ kultivace 30 °C po 24 hodinach bylo mnozstvi fenyletylaminu
snizovano v zavislosti na rostouci koncentraci NaCl, avS§ak maximalni produkce
PHE byla zji§téna v prostiedi s 2 % NaCl (<451,3 mg.1"), kdy i po 48 hodinach
kultivace byl tento trend zachovan.
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Obr. 16. Kinetika produkce fenyletylaminu pri 30 °C u Enterococcus faecium M2C
v zavislosti na koncentraci NaCl.

SniZzeni obsahu vyprodukovaného kadaverinu v zavislosti na koncentraci
NaCl probihalo pii kultivaéni teploté 30 °C do 24 hodin (Piiloha II, Obr. 4).
Po tomto Case se redukce kadaverinu zpomalovala, ¢i zastavila v zavislosti na
koncentraci NaCl. Pfi koncentraci 6 % NaCl bylo snizovani koncentrace
kadaverinu v médiu nejvyraznéjs$i. Béhem kultivace pti 6 °C se mnoZstvi
kadaverinu sniZovalo. Tento jev nebyl vyraznéji ovlivnén koncentraci ptidané¢ho
NaCl. Obsah kadaverinu v médiu klesal do 250 hodiny kultivace. Po tomto Case
zatalo dochazet k velmi nizké produkci kadaverinu na hodnoty <2,0 mg.1™.

DalSim ze sledovanych BA u kmene E. faecium M2C byl putrescin (Ptiloha
I, Obr. 5a). Zmény produkce putrescinu v zavislosti na mnozstvi NaCl byly
vyznamné pouze béhem kultivace pii 30 °C. Rostouci trend produkce putrescinu
byl patrny do 40. hodiny kultivace. Po tomto ¢ase doSlo pii koncentraci NaCl <
3 % ke sniZeni obsahu putrescinu o vice jak 50 %. Koncetrace NaCl nad 3 %
vyznamné ovliviiovaly rtstovou kiivku Enterococcus faecium M2C, coz se
projevilo 1 prostiednictvim snizeni produkce putrescinu do 40. hodiny kultivace.
Po této dobé byl viditelny vyrazny ubytek putrescinu v rastovém prostiedi.
S mnozstvim NaCl se pfimo umérné snizoval i rozdil v Ubytku. Produkce
putrescinu v zavislosti na koncentraci NaCl byla také velmi vyznamné ovlivnéna
hodnotou pH, kdy pfi pH 7 bylo mnozZstvi vyprodukovaného putrescinu az
dvojnéasobné. Pii 6 °C a po 336 a 360 hodinach kultivace bylo vyprodukované
mnozstvi pii 6 % NaCl <15,7mg.l", a p#i 0, 1 a 2 % NaCl bylo mnozZstvi
putrescinu <4,7 mg.1".

Vliv pFistupu kysliku na produkci BA u Enterococcus faecium M2C

Produkce BA in vitro byla dale sledovana v zdvislosti na aerobnim a
anaerobnim prostfedi. Anaerobni prostiedi, nebo pouziti ochranné atmosféry, je
nedilnou soucdsti vyroby a zpracovani masa. Pro srovnani produkce byla
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vybrana reprezentativni data ve stejném Case odbéru (24, 48 a 360 nebo 336
hodin) pro v§echny podminky kultivace.

Aerobni/anaerobni prostiedi v prvnich hodinach kultivace pfi 30 °C
neovlivnilo produkci tyraminu. Po 24 1 48 hodinach kultivace mnoZstvi TYM u
E. faecium M2C nepiesadho pii 6 1 12 °C v prostiedi s 1 bez piistupu kysliku
<222 mgl'. Kvyraznym zménam v produkci tyraminu dochazelo
za anaerobnich podminek pii 30 °C po 24 hodinich, kdy mnoZstvi
vyprodukovaného tyraminu bylo <1003,9 mg.l", aviak pii aerobni kultivaci
pouze <657,1 mg.l". Pfi 30 °C a 48 hodinach za anaerobnich podminek byly
hodnoty produkce TYM <1198,8 mg.I" témé&f totozné jako po 24 hodinach,
avsak pii aerobni kultivaci produkce stale rostla aZ na hodnoty <936,0 mg.1".

Maximalni vyprodukované mnozstvi fenyletylaminu u E. faecium M2C po 12
hodinach kultivace bylo <2,0 mg.I". Aerobni ani anaerobni prostiedi nemélo
vyrazn€j$i vliv na produkci ¢i asimilaci PHE. Pii kultivaci ve 12 °C byla
produkce PHE po 360 hodinach navySena u anaerobni kultivace na hodnotu
<88,8 mg.l".

Dals§im ze sledovanych biogennich aminli u E. faecium M2C byl putrescin.
Maximalni vyprodukované mnoZzstvi bylo po 12 hodinach kultivace, pti pH 7 a
30 °C za anaerobni kultivace <19,0 mg.l". Za stejnych podminek pti aerobni
kultivaci byla produkce niz§i, dosahovala maximalné 13,6 mg.1". Dalsi kultivaci
jiz nedochazelo knavySeni mnozstvi produkovaného putrescinu vlivem
aerobniho ¢i anaerobniho prostiedi.

Kadaverin byl po 24 1 48 hodinach kultivace E. faecium produkovan za
anaerobnich podminek nepatrné vice nez za aerobnich podminek. Po 24 1 48
hodinéach kultivace bylo mnozstvi kadaverinu u kmene E. faecium M2C pii 6 °C
za anaerobnich podminek <2,7 mg.1"" a za aerobnich podminek <2,1 mg.I™".

Vyznamnéj$i zmény v zavislosti na ptistupu O, u E. faecium M2C a jeho
produkce histaminu byly pozorovany az po 360 hodinach kultivace, pti pH 7.
V anaerobnich podminkach byla produkce vice nez 1,5x vyss$i nez za podminek
aerobnich (HIS, <9,5 mg.I™'; HIS, <5,9 mg.1™).

Vyrazny vliv O, na sledované polyaminy spermidin a spermin u E. faecium
M2C byl pozorovan po 360 hodinach kultivace. Produkce pii 6 °C byla
u spermidinu za anaerobnich podminek na hodnotach 14,7 mg.I" a u kultivace
za aerobnich podminek dosahovala produkce <18,0 mg.l". Anaerobni kultivace
méla za nasledek sniZovani produkce sperminu ve vSech kombinacich faktord.
Pii teploté 30 °C byla produkce sperminu i sperminu <2,0 mg.l"' ve viech
casech odbéril bez vlivu aerobniho ¢i anaerobniho prostredi.

5.3.2 Enterococcus faecium 5BM1

Dekarboxylazova aktivita bakteridlniho kmene Enterococcus faecium SBMI1
byla sledovana za stejnych podminek jako u kmene E. faecium M2C. Nejvyssi
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maximalni hodnoty a podminky, pfi kterych bylo téchto hodnot dosaZzeno, jsou
uvedeny v Tab. 8.

Tab. 8. Maximalni produkce BA u Enterococcus faecium SBM1.

1 Teplota NaCl

Enterococcus faecium 5BM1 BA mg.| °C) pH (Wiv) an/aerobné

tyramin 1729,7 30 5 0 AN
fenyletylamin 9246 30 5 2 AN
histamin 26 30 5 0 A
tryptamin 23,2 30 5 0 AN
putrescin 243 30 7 2 AN
kadaverin 17,8 6 6 0 AN

spermin 166,9 30 7 3 AN
spermidin 45 30 5 1 A

Vzhledem ktomu Ze vysledky 1 trendy zjiSténé u tohoto kmene byly
statisticky vyznamé shodné ¢1 obdobne (P<0,05) jako u kmene Enterococcus
faecium M2C neni jim jiz dale vénovéana pozornost.

5.3.3 Enterococcus sp. M5a

Tato ¢ast prace piispiva k objasnéni produkce BA u Enterococcus sp. M5a a
vlivu faktorli na jim produkované BA. Nejvyssi maximdlni hodnoty a podminky,
pii kterych bylo téchto hodnot dosazeno, jsou uvedeny v Tab. 9.

Tab. 9. Maximalni produkce BA u Enterococcus sp. M5a.

Enterococcus sp. M5a BA mg.I"* Teplota NaCl

°C) pH (Wiv) an/aerobn¢

tyramin 1700,0 30 7 1 AN
fenyletylamin 728,6 30 5 AN
histamin 132 6 6 0 AN
tryptamin 18,3 30 7 6 A
putrescin 186 30 5 1 AN
kadaverin 42,7 12 7 3 A
spermin 131,7 30 5 6 A
spermidin 40 12 7 3 A

Vliv teploty na produkci BA u Enterococcus sp. M5a

Nejvyznamngj§im BA dle rozsahu produkce byl opét tyramin. Maximalni
vyprodukované mnozstvi bylo po 12 hodinach kultivace pti 30 °C (1700,0
mg.1"). Nejvétsi produkce tyraminu byla pii 30 °C, s klesajici teplotou se
produkce vyznamné sniZovala. MnoZstvi TYM po 48 hodinové kultivaci
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Enterococcus sp. M5a bylo pii 6 1 12 °C fadové podobné, pti 30 °C v zavislosti

na dalSich testovanych faktorech v rozmezi 897,9-1700,0 mg.I". Po 15 dnech

kultivace bylo vyrazné zvySeni tyraminu pouze pii kultivei 12 °C (1143,0
-1

mg.1").

Dal§im ze sledovanych BA u Enterococcus sp. M5a byl PHE. Po 24 hodinové
kultivaci, pii teploté 6 a 12 °C bylo detekované mnozstvi PHE pod 2 mg.l" a
pti 30 °C byla produkce PHE v $irokém rozmezi (34,6-525,7 mg.I'"). Produkce
PHE se pfi teplotach 6 a 12 °C vyrazn€ nenavySovala. Po 48 hodinové kultivaci
a 30 °C byla produkce PHE <728,5 mg.lI". K vyrazn&jsimu navyseni produkce
fenyletylaminu doslo pouze pii 12 °C a to az po 432 hodindch kultivace
(PHE<36,9 mg.1").

Putrescin byl do 48 hodin kultivace inokulovaného média kmenem
Enterococcus sp. M5a produkovan pti 6, 12 i 30 °C v rozsahu 4,1-7.4 mg.1".
Nevy$§i mnozstvi putrescinu 18,640,2 mg.l" bylo vyprodukovano pii 30 °C
po 48 hodinach kultivace. Po 360 hodinach kultivace se hodnoty u teplot 6 a
12 °C sledovaného putrescinu nezvysovaly.

Histamin a kadaverin byly ve vSech casech kultivace produkovany pod 2
mg.l". Produkce byla navysena az po 360 hodinach pii 6 °C u CAD na hodnoty
13,840,1 mg.I"', u HIS na hodnoty 13,2+0,1 mg.I'". P¥i 12 °C byl produkovan
pouze kadaverin v koncentraci 42,6+0,3 mg.1".

Polyamin spermidin byl produkovan po 24 hodinové kultivaci pii teploté 6,
12 a 30 °C v mnozstvi < 2 mg.I"". Produkce SPD neméla zvysujici se charakter
pii 48 ani 360 hodinové kultivaci. Oproti tomu produkce sperminu
u sledovan¢ho kmene Enterococcus sp. M5a pozorovana byla. Po 24 hodinove
kultivaci pii 6 i 12 °C bylo detekované mnozstvi SPM pod 11,240,1 mg.l" a
pi 30 °C bylo mnozstvi SPM v §irokém rozmezi 2,0 — 7,0 mg.1"". V prostiedi 6 a
12 °C se pohybovala produkce po 48 hodinach kultivace v rozmezi 7,9-21,6
mg.1". V dalgich dnech se produkce sperminu nezvysovala, naopak spermin byl
postupné spotifebovavan.

Vliv pH na produkci BA u Enterococcus sp. M5a

Pii 6 1 12 °C byl trend produkce tyraminu v zavislosti na pH podobny (Ptiloha
II, Obr. 6). Vrozmezi hodnot pH 5 — 6 byla produkce nejvyznamnéjsi.
Maximélni produkce byla 1012,1£12,9 mg.l" pti 12 °C a pfi 6 °C dosahovala

199,843,9 mg.l". B&hem kultivace pii 30 °C nebyl vliv pH na produkci
tyraminu pfili§ patrny (Obr. 17). Pii pH 5-7 byla produkce1455,8433,7 mg.1™.
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Obr. 17. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri 30 °C
u Enterococcus sp. M5a v zavislosti na pH.

Velmi dilezitym faktorem pii produkci fenyletylaminu byla s pH i teplota.
Pi1 6 a 12 °C byla nejvétsi produkce PHE pii pH 6 (Ptiloha II, Obr. 6). Toto pH
se da u Enterococcus sp. M5a povazovat za optimdlni pro produkci PHE.
Pt1 snizeni nebo zvysSeni pH byl patrny vyrazny ubytek PHE v zavislosti na ¢ase
kultivace. Pfi pH 6 1 7 byla detekovdna koncentrace PHE bchem celé¢ doby
kultivace <2,0 mgl'. PH 30 °C vsak produkce fenyletylaminu rostla
se snizujicim se pH az k hodnot& 729+3,6 mg.I" po 48 hodinové kultivaci. Tato
hodnota produkce byla oproti pH 7 ¢tyifnasobna.

Zména pH neméla vliv na produkci kadaverinu pii teplotdich 6 a 12 °C
u Enterococcus sp. M5a (Ptiloha II, Obr. 7). Pfi 30 °C a pH 7 mnoZstvi
kadaverinu rostlo velmi mirné. V kyselejsim prostiedi byla produkce vyznamné
ovlivnéna rastem sledovaného kmene (Obr. 13). Po 48 hodinach kultivace se
mnozstvi produkovaného kadaverinu zvySovalo. VyznamnéjSi produkce byla
zjiSténa v kyselejSim prostiedi. Pfi teplotach 6 a 12 °C byla produkce po 360
hodinach 5+0,1 mg.I"".

Dalsim BA produkovanym Enterococcus sp. M5a byl putrescin. Pti teplotach
6 a 12 °C nebyl vyznamny rozdil v produkci putrescinu ani za sledovanych
hodnot pH (Ptiloha II, Obr. 8). Pii 30 °C byla zjiSténa velmi nizk4 produkce,
kterd byla mirn¢ ovlivnéna zménou pH.

Produkce polyaminu sperminu se pfi teplotach 6 a 12°C v zavislosti na pH
vyrazné¢ neménilo (Pfiloha II, Obr. 9). K mirné zméné doslo po dvouset
hodinov¢ kultivaci pii pH 5, kdy vzrostlo mnozstvi sperminu 2,5 ndsobné oproti
médiim s pH 7, kde se nartst produkce zastavil. Pii 30 °C nedoslo vlivem pH
k ovlivnéni produkce sperminu. Je pravdépodobné, Ze se mnoZstvi sperminu pii
kyselejSim pH snizuje a spermin se tedy pfeménuje pomoci spermintransferaz a
polyaminoxiddz. Koncentrace sperminu je pii dekarboxyla¢nich reakcich
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v bunkéach desetkrat vyssi nez koncentrace putrescinu (Chong et al., 2014; Wang
etal.,2017).

Vliv NaCl na produkci BA u Enterococcus sp. M5a

Nejvyssi stanovené mnozstvi TYM vyprodukované Enterococcus sp. M5Sa
bylo sledovano v médiu po kultivaci pii 30 °C po 24 a 48 hodinéch,
pii koncentraci 1 a 2 % (w/v) NaCl, kdy byl tyramin detekovdn v mnoZstvi
1389,1+27,1 mg.I"". Z grafu (Obr. 16) je patrné, Ze koncentrace NaCl nad 5 %
(w/v) inhibovala produkci tyraminu, coz patrné souvisi s inhibici ristu
sledovaného kmene. Pfi 12 °C po 400 hodindch kultivace byla nejvyssi
produkce tyramimnu v médiu s pfidavkem NaCl o koncentraci 1 % (w/v),
539,6£9,2 mg.I". Ve stejném &ase odbéru byla pii 6 °C detekovana nejvyssi
produkce opét v médiu s 1% (w/v) p¥idavkem NaCl (161,8+2,2 mg.1"") (Pfiloha
II, Obr. 10). Vyssi hodnoty produkce byly dosazeny vZzdy v prostiedi s nejniz§im
pH (pH 5) a za anaerobnich podminek.

Obr. 16. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri 30 °C u Enterococcus
sp. M5a v zavislosti na koncentraci NaCl.

Pii 6 °C nebyla pozorovana produkce fenyletylaminu. Pii 12 °C méla
produkce pi1 zvySujici se koncetraci NaCl klesajici tendenci. Pfi 30 °C produkce
PHE rostla s klesajici koncentraci ptidaného NaCl. V médiich s koncentraci
>3 % (w/v) byl jasn€ znatelny ubytek PHE (Obr. 16). Maximalni produkce PHE
byla 1detekova’ma v médiu s pfidavkem NaCl 3 % (w/v), konkrétn¢ 365,2+9,1
mg.l".

Produkce kadaverinu kmenem M5a nebyla vyznamné ovlivnéna mnoZstvim
pfidaného NaCl (Ptiloha II, Obr. 11). Vzhledem ktomu, ze kadaverin je
produkovan pievazné G— bakteriemi (Buiikova et al., 2010), byla jeho produkce
nizka (do 7,0+£0,1 mg.1").
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Putrescin byl pii vSech sledovanych koncentracich NaCl u vSech teplot
kultivace produkovdn omezené. Pfi 30 °C lze pozorovat podplrny vliv
na produkci putrescinu pifi koncentracich NaCl 2 — 4 % (w/v), kdy bylo
pozorovano mirné navySeni produkce putrescinu. Nicméné rozsah samotné
produkce neni vyrazny.

Vliv piistupu kysliku na produkci BA u Enterococcus sp. M5a

Dalsim sledovanym faktorem ovliviiujicim produkci biogennich amini
u Enterococcus sp. M5a in vitro byl ptistup O..

Maximalni vyprodukované mnozstvi tyraminu bylo pozorovdno po 12
hodinach kultivace pi¥i 30 °C za anaerobnich podminek <686,3 mg.l' a
za piistupu O, <548,8 mgl'. Mnozstvi TYM po 24 hodinové kultivaci
u Enterococcus sp. M5a bylo pti nizSich teplotach za aerobnich podminek tfikrat
vys$$i nez za anaerobni kultivace. Pozitivni vliv aerobniho prosttedi na produkci
tyraminu byl jednozna¢né patrny pouze pfii teploté 6 °C. Pti kultivacni teploté 12
°C lze sledovat trend opacény. Po 48 hodinové kultivaci bylo mnoZstvi
vyprodukovaného TYM pii 6 °C za aerobnich podminek vyS§i nez
za anaerobnich. Pfi kultivaéni teploté 12 1 30 °C byl trend produkce tyraminu
v zavislosti na O, opacny. Pfi 12 °C byla vZdy produkce za anaerobnich
podminek vy$§i (TYMay <53,7 mg.l"; TYM, <432 mgl"), 30 °C (TYMax
<1407,3 mg.l"; TYM, <1327,5 mg.I""). Po 360 hodinové kultivaci bylo pii 6 i
12 °C mnozstvi vyprodukovaného TYM vyssi v anaerobnim prostiedi.

Pti 30 °C bylo po 12 hodinach kultivace za anaerobnich podminek jiz patrné
navyseni produkce o vice jak 30 % PHE a 1 po dalsi kultivaci byl trend s aerobni
kultivaci shodny. Pfi 12 °C byla do 300 hodiny kultivace produkce bez
zéavislosti na mnozstvi O, shodna. Po 300 hodindch bylo mozZné sledovat
rychlej§i trend produkce u anaerobni kultivace, a to trojnasobné vyssSi. Pri
sledovane teploté 6 °C byla produkce PHE v zavislosti na O, pod mezi detekce.

Kadaverin byl po 24 1 48 hodinach kultivace u Enterococcus sp. M5a pii 6 °C
bez vlivu O, na produkci. Pfi 12 °C byla produkce vyraznéjs$i u anaerobni
kultivace 0 10 % (CADan <5,4 mg.1"). Po 360 hodinach kultivaci bylo mnozstvi
vyprodukovaného CAD pii 6 1 12 °C v aerobnim prostiedi nevyznamné.
P11 30 °C nebyla nalezena korelace mezi mnozstvim O, a produkci kadaverinu.

Vyznamnéj$i zmeény v zéavislosti na ptistupu O, u Enterococcus faecium M5a
a jeho produkce histaminu byla pozorovéna pti 6 °C po 144 hodinéach kultivace,
pii pH 7 (HISan <5,5 mg.l"; HIS, <4,5 mg.I"); po kultivaci 360 hodin (HISay
<10,8 mg.I"; HISA <10,3 mg.1"); po kultivaci po 432 hodinach byla produkce
histaminu nejvy$si (HISan <13,2 mg.1™).

Vliv O, na spermidin nebyl pozorovan (SPD <4,0 mg.l"), aviak zmény
v produkci sperminu u Enterococcus sp. MS5a pozorovany byly. Produkce
sperminu pi1 6 °C po 48 hodinéach pti pH 7 byla za anaerobnich podminek <194
mg.I""; v piitomnosti kysliku <12,1 mg.I". Anaerobni kultivace méla vliv na
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zvySovani produkce sperminu pii vSech kombinacich faktort. Po 144 hodinach
kultivace pti 6 °C byla hodnota spermidinu snizena vyrazn¢ji v anaerobnim
prostiedi. Pf1 12 °C po 48 hodinach byla produkce polyaminli vyrazné vyssi
za anerobnich podminek. Pti teploté 30 °C v zavislosti na piistupu O, nedoslo
k vyznamnému rozptylu hodnot v produkei polyamind.

5.3.4 Staphylococcus epidermidis 21/2

Vysledky Experimentu I poukazaly na vyznamny potencidl produkce BA
in vitro u skupiny kment rodu Staphylococcus, které byly izolovany ze pstruha
poto¢niho. V tomto a dalSich subexperimentech Experimentu II je tedy vénovéan
prostor izolatim stafylokokii. Sledované faktory ovliviiujici rist a produkci BA
kmeny rodu Staphylococcus byly totozné s faktory sledovanymi u enterokokui
(kapitola 5.3.1 — 5.3.3; pH, teplota, NaCl, aerobni a anaerobni prostiedi). Prvnim
ze sledovanych stafylokokti byl Staphylococcus epidermidis 21/2. Nejvyssi
maximalni hodnoty a podminky, pii kterych bylo téchto hodnot dosazeno, jsou
uvedeny v Tab. 10.

Tab. 10. Maximalni produkce BA u Staphylococcus epidermidis 21/2.

= Teplota NaCl

Staphylococcus epidermidis 21/2 BA mg. °C) pH (WiV) an/acrobn¢

tyramin 18639 6 6 1 AN
fenyletylamin 786,1 30 6 O AN

histamin 333 30 6 1 AN

tryptamin 93,9 6 6 1 AN

putrescin 205 6 6 1 AN

kadaverin 346 30 6 1 AN

spermin 81,3 30 5 6 AN

spermidin 13,8 30 6 O A

Délka lag faze se u kmene S. epidermidis 21/2 prodluZzovala s klesajici se
teplotou a snizujicim se pH. Koncentrace NaCl 6 % (w/v) prodlouzila lag fazi az
dvojnasobné. Pii stejném pH, ale pfi nizsi teploté, byl rist S. epidermidis 21/2
velmi zpomalen. Jak je patrné z Obr. 17, byla lag faze S. epidermidis 21/2 pti 6
% (w/v) NaCl v ristovém prostredi vyznamné prodlouzena. Mnohem vyrazng;jsi
vliv na rist bunék mélo pH. S. epidermidis 21/2 vykazoval podobné chovani
pii vSech sledovanych faktorech.

69



log CFU.ml*
(9] [4)} ~J oo

S

Doba kultivace (h)

— — — SEpH5NaClo SE pH5 NaCl6

SE pH& NacClo
SE pHE NaCl6 ««xxvvv-- SE pH7 NaCl0 «+sxeeees SE pH7 MaClé

Obr. 17. Rustova kiivka Staphylococcus epidermidis 21/2 (SE) in vitro pri pH 5, 6 a 7,
30 °C, za an/aerobnich podminek s pridavkem meznich kultivacnich koncentraci 0 a

6 % (w/v) NaCl
Vliv teploty na produkci BA u Staphylococcus epidermidis 21/2

Nejvice produkovanym BA byl 1 u tohoto kmene, podobné jako u enterokok,
tyramin. Stanovend mnoZstvi tyraminu po 24 hodinové kultivaci byla
u S. epidermidis 21/2 pii 6 °C v rozmezi 96,0-756,7 mg.I"", pii 12 °C 275,9—
870,1 mg.I" a pii 30 °C 1190,0-1511,2 mg.I"". Po 48 hodinové kultivaci bylo
mnozstvi vyprodukovaného tyraminu pii 6 °C 331,7-756,9 mg.l", pii 12 °C
312,6-1169,4 mgl' a pti 30 °C v rozmezi 1094,1-1658,6 mg.l"'. Po 360
hodinach bylo mnoZstvi tyraminu pi#i 6 i 12 °C <1000,0 mg.l"'. Nejvyssi
mnozstvi tyraminu bylo vyprodukovédno pii 30 °C po 48 hodinach kultivace
(1792,9+18,9 mg.1™).

Obsah fenyletylaminu se po 24 hodinove kultivaci S. epidermidis 21/2
pohyboval pii teploté 6 °C v rozmezi 2-148,9 mg.l", pii 12 °C 54,0-192,6
mg.l" a pii 30 °C bylo mnozstvi produkovaného PHE v rozmezi 226,8—
780,2 mg.l"'. Produkce PHE byla nejvyssi po 48 hodinové kultivaci pii 30 °C
(<780,2 mg.l") bez ohledu na ostatni faktory. V prostiedi 6 a 12 °C se
pohybovala produkce v druhém dni v hodnotaich 93,1-194,6 mg.l™".
K vyraznému navySeni produkce fenyletylaminu nedoslo pii niZSich teplotach
ani po 360 hodinach kultivace (<200,0 mg.1™).

Produkce putrescinu se po 24 hodinach kultivace S. epidermidis 21/2 pii 6 °C
pohybovala v rozmezi 3,0-5,2 mg.1"", pii 12 °C v rozmezi 2,9-8,8 mg.1" a pii 30
°C 7,9-14,3 mgl'. Po 48 hodinové kultivaci se mnozstvi produkovaného
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putrescinu vyrazn¢ neménilo. Produkce byla nevyznamnd jak pii 6 1 12 °C (<8,0
mg.1™"), tak i pii 30 °C (12,4+0,2 mg.1™"). Po 360 hodinach kultivace pii 6 a 12
°C byly hodnoty BA v rozmezi 2,0-4,5 mg.1".

Histamin a kadaverin byly ve vétSiné piipadi kultivace produkovany
pod hodnotami 1-3 mg.I"". V &ase se koncentrace histaminu a kadaverinu pfilis
neménily. Vyjimkou byla produkce za anaerobnich podminek a pii pH 5.
Pti téchto kombinacich byla produkce kadaverinu pti 30 °C po 12 hodinach
kultivace 14,1 mg.I"", p¥i 12 °C po 360 hodinach 17,6 mg.1".

Polyamin spermidin byl produkovan po 24 hodinové kultivaci pii teplotach 6,
12 a 30 °C v nizkych koncentracich (<4,0 mg.l™"). Produkce SPD méla slaby
ristovy trend pouze pii 30 °C k maximélni hodnoté 10,8 mg.I". Spermin byl
produkovan pii teplotdch 6 °C 1 12 °C. Produkce po 24 a 48 hodinové kultivaci
pti 30 °C nepfesahovala hodnotu: <4,9 mg.I"". Po 360 hodinach bylo mnoZstvi
sperminu pfi 6 i 12 °C <7,6mg.1".

Vliv pH na produkci BA u Staphylococcus epidermidis 21/2

U nejvy$§iho stanoveného mnozstvi TYM, produkovaného kmenem
S. epidermidis 21/2 nebyl sledovan vyraznéj$i vliv pH (Obr. 18a), pfi Zadné
ze sledovanych teplot kultivace. U fenyletylaminu Ize poznamenat, Ze pii 30 °C
bylo pro produkci nejvyznamnéjs$i pH 6. Pti ostatnich sledovanych teplotach byl
vliv pH na produkci obdobny.

Obr. 18. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri 30 °C
u Staphylococcus epidermidis 21/2 v zavislosti na pH.

Dal$im sledovanym BA byl tryptamin (Obr. 19a). Mnozstvi tryptaminu bylo
v zavislosti na pH pfi 30 °C redukovano nejvyznamnéji pii pH 5. Redukce
tryptaminu rostla s rostoucim pH, kdy pti pH 7 dosahoval ubytek az 27 %.
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Fenyletylamin byl nejvyznamnéji produkovan pii pH 5. Pii pH 6 byla jeho
tvorba nejnizsi (Obr. 19b). V médiu s pH 7 se produkce opét zvySovala. Pii 30
°C byla nejvyssi hodnota produkovaného fenyletylaminu pii pH 5 (405,2+12,0
mg.l"). P teplotich niZ§ich byl zaznamenan tbytek produkce v zavislosti
na klesajicim pH, kdy ptfi pH 5 a pii 6 °C byla detekovéana nejvyssi produkce
po 360 hodinach kultivace 143,5+2,9 mg.1".
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Obr. 19. Kinetika produkce tryptaminu (a) a fenyletylaminu (b) pri 30 °C u
Staphylococcus epidermidis 21/2 v zavislosti na pH.

Histamin a kadaverin byly ve vét$iné pripada kultivace pii teplotach 6 a 12 °C
produkovany pod 3 mg.l". V &ase se koncentrace histaminu a kadaverinu piilis
neménila. U kadaverinu byla mimo tento trend kultivace pti 30 °C, kde bylo
patrné snizovani mnozstvi kadaverinu v médiu béhem kultivace (Ptiloha II,
Obr. 29). Toto snizovani bylo nejvyznamné&jsi v oblasti pH 5 a pH 7. Ubytek
sperminu byl patrny pii 30 °C. V oblasti pH 6 bylo patrné nasledné zvySeni
koncentrace sperminu (Pfiloha II, Obr. 29), a to na hodnotu 5,8+0,1 mg.l".
Ostatni hodnoty pH neumoznily produkci sperminu.

Vliv NaCl na produkci BA u Staphylococcus epidermidis 21/2

Nejvyssi mnozstvi TYM produkované S. epidermidis 21/2 v zéavislosti
na mnozstvi NaCl bylo stanoveno v médiu po 24 hodinoveé kultivaci pti 30 °C
v rozsahu koncentraci NaCl 0 — 2 % (w/v), a to 1581,1+22,2 mg.I"". Po 48
hodinach kultivace v médiu s piidavkem 5 % (w/v) NaCl dosahovala
koncentrace TYM 1400,4+22,0 mg.I'1. Pti 30 °C probihala produkce tyraminu
do 35 hodiny kultivace a to s vyraznym vlivem NaCl (Obr. 20). Pii 6 °C po 24 a
48 hodinach kultivace byla nejvyssi produkce v médiu s 1, 2 a 3% (w/v) NaCl
<39,5 mg.1"". Po 360 hodinach kultivace byl sledovan vyznamny nartst tyraminu
v prostiedi bez NaCl nebo s 1 % (w/v) NaCl. Maximalni produkce TYM byla
detekovana pravé pii 1% (w/v) ptidavku NaCl (<1512,6+65,1 mg.1™).
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Obr. 20. Kinetika produkce tyraminu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus
epidermidis 21/2 v zavislosti na koncentraci NaCl.

Dal$im ze sledovanych BA u S. epidermidis 21/2 byl fenyletylamin. Pfi vSech
sledovanych teplotach (6, 12 1 30 °C) vykazoval kmen vyraznou produkci, ktera
byla vyznamné ovlivnéna mnozstvim pifidaného NaCl do riistového prostiedi.
Pti 6 1 12 °C bylo po 24 hodinov¢ kultivaci mnoZstvi vyprodukovaného PHE pfi
6 % (w/v) NaCl nejnizsi. Dale koncentrace PHE rostla se snizujici se
koncentraci NaCl (Obr. 21). Podobny vliv na produkce fenyletylaminu mél
chlorid sodny pfi vSech teplotach kultivace. Pfi 6 °C po 360 hodinach kultivace
bylo mnozstvi vyprodukovaného PHE pii 1 % (w/v) NaCl <158,7 mg.I"', pii 0 a
3 % (w/v) NaCl <1794 mgl’'. Tyto uvedené hodnoty fenyletylaminu byly
vyznamné ovlivnény kyselym prostfedim.

Pti teploté 30 °C po 24 hodinach bylo mnozZstvi fenyletylaminu sniZovéano
v zavislosti na rostouci koncentraci NaCl, avSak maximalni produkce PHE byla
stanovena v médiu bez NaCl (<631,3 mg.1™"). Tento trend byl zachovan do 40
hodin kultivace, kdy doslo k vrcholu produkce 866,5+11,1 mg.1".

Polyaminy putrescin, spermidin a spermin byly dal§imi sledovanymi produkty
dekarboxylace S. epidermidis 21/2. Pti teplotich pod 12 °C byla zména
koncentrace putrescinu (Ptiloha II, Obr. 30) v médiu v zavislosti na koncetraci
NaCl nevyraznd (P <0,05). Ve vétsing piipadi byla produkce <5,5 mg.l™.
Mnozstvi spermidinu a sperminu v médiu se v zavislosti na NaCl neménilo.
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Obr. 21. Kinetika produkce fenyletylaminu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus
epidermidis 21/2 v zavislosti na koncentraci NaCl.

Produkce tryptaminu byla vyssi pouze u koncentrace 6 % (w/v) NaCl, kdy byl
patrny nartst koncentrace tryptaminu 21,5 +£1,1 mg.I" pii 30 °C. Pfi 6 a 12 °C
byla produkce tryptaminu <5,5 mg.1"" (P¥iloha II, Obr. 31).

MnoZstvi kadaverinu bylo pii 30 °C redukovano. Nejvyznamnéji se redukce
projevila pi1 6% (w/w) ptidavku NaCl. S klesajici koncentraci NaCl se snizoval
ubytek kadaverinu na (Ptiloha II, Obr. 31).

Vliiv p¥istupu kysliku na produkci BA u Staphylococcus epidermidis (21/2)

Zavislost vztahu O, a produkce BA in vitro byla sledovana i u Staphylococcus
epidermidis 21/2.

Ptistup kysliku v prvnich hodinéach kultivace pti 30 °C neovliviioval produkeci
tyraminu. Po 24 1 48 hodinach kultivace mnoZstvi TYM u S. epidermidis 21/2
nepiesahovalo pii 6 i 12 °C v anaerobnim i anaerobnim prostiedi <22,2 mg.I",
K vyraznym zménam v produkci tyraminu dochdzelo po 24 hodinach kultivace
pi1 30 °C anaerobné, kdy mnozstvi vyprodukovaného tyraminu bylo <1003,9
mg.l", avSak pii aerobni kultivaci pouze <657,1 mg.l". Pii 30 °C po 48
hodinach anaerobné byly hodnoty produkce TYM <1198,8 mg.I" téméF totozné
jako po 24 hodinach, avSak pii aerobni kultivaci produkce stale rostla az
na hodnoty <936,0 mg.l"",

Ke zvySeni produkce PHE doSlo u S. epidermidis 21/2 pii 30 °C
v anaerobnim prostiedi o 20 % po 12 hodindch kultivace. Po 48 hodinové
kultivaci bylo mnozstvi vyprodukovaného PHE pfi 30 °C za anaerobni kultivace
zvyseno o 10 %, coz odpovidalo 55,0 mg.l"'. Pii kultivaci ve 12 °C byla
produkce po 360 hodinach vyssi pfi anaerobni kultivaci o 20 % a pii 6 °C byla
produkce vyssi 2,5 nasobné oproti acrobni kultivaci (114,8+2,1 mg.1™").
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Dalsim ze sledovanych BA u S. epidermidis 21/2 byl putrescin. Maximalni
vyprodukované mnozstvi bylo po 12 hodinach kultivace, pii pH 7 a 30 °C
za anaerobni kultivace <17,7 mg.I"". Za stejnych podminek pii aerobni kultivaci
byla produkce <10,1 mg.I"". Dalsi kultivaci jiz nedochazelo k navy$eni mnozstvi
produkovaného putrescinu vlivem aerobniho ¢i anaerobniho prosttedi.

Kadaverin nebyl po 24 1 48 hodinach kultivace inokulovaného média
S. epidermidis 21/2 produkovén rozdiln¢ v zavislosti na anaerobnim ¢i aerobnim
prostiedi.

Vyrazny vliv. O, na sledované¢ polyaminy spermidin a spermin
u Staphylococcus epidermidis 21/2 nebyl byl pozorovan ani po 360 hodinach
kultivace.

5.3.5 Staphylococcus hominis 20/2

Tato ¢ast prace prispiva k objasnéni produkce BA u Staphylococcus hominis
20/2 a vlivu faktori na jim produkované BA. Nejvys$si maximalni hodnoty a
podminky, pti kterych bylo téchto hodnot dosazeno, jsou uvedeny v Tab. 11.

Tab. 11. Maximalni produkce BA u Staphylococcus hominis 20/2.
= Teplota NaC

Staphylococcus hominis 20/2  BA mg. °C) pH (W /v; an/aerobné

tyramin 1678,0 30 7 0 A
fenyletylamin 856,4 30 7 0 AN
histamin 6,3 30 5 2 AN
tryptamin 38,8 30 5 1 AN
putrescin 25,7 30 5 2 AN
kadaverin 27,7 30 7 0 A

spermin 576 30 7 2 A
spermidin 59 30 6 2 A

Vliv teploty na produkci BA u Staphylococcus hominis 20/2

Stanovend mnozstvi tyraminu po 24 hodinové kultivaci u Staphylococcus
hominis byla v zavislosti na kombinaci dalSich faktorti pti 6 °C v rozsahu 22,6—
27,3 mg.l”, pti 12 °C 29,0-83,3 mg.I" a pii 30 °C 367,6-1260,4 mg.1". Po 48
hodinové kultivaci bylo mnoZzstvi vyprodukovaného TYM pii 6 °C 51,4-128,5
mg.1", pii 12 °C 49,3-222,3 mg.I" a pii 30 °C v rozmezi 813,6-1678,0 mg.I"",
Po 360 hodinach kultivace bylo rozmezi vyprodukovaného tyraminu pii 6 °C
59,0-159,4 mg.I" a pii 12 °C 99,4-264,7 mg.1"'. Nejvyssi koncentrace tyraminu
byla vyprodukovana pii 30 °C po 48 hodinach kultivace (1678,0+22.6 mg.1™).

Produkce fenyletylaminu u S. hominis 20/2 rostla umérné s rostouci teplotou
kultivace. Po 24 hodinové kultivaci pii teploté 6 a 12 °C byla produkce
v rozmezi 2-9,6 mg.1". P¥i 30 °C bylo mnozstvi produkovaného PHE v rozmezi
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12,4-363,2 mg.I"". V obou ptipadech byl rozsah produkce podminén i dal§imy
faktory, které kultivaci ovlivnily. Produkce PHE byla nejvyssi po 48 hodinové
kultivaci pfi 30 °C, kdy dosahovala 856,4+2,2 mg.I". V supernatantech po 48
hodinové kultivaci S. hominis 20/2 pti 6 a 12 °C se pohybovala produkce
v nasobn& nizsich hodnotach (9,6 mg.l™"). K vyraznému navyseni produkce
fenyletylaminu pii téchto teplotach nedoslo ani po 360 hodinach kultivace.

Putrescin byl po 24 hodinach kultivace S. hominis 20/2 produkovan
v mnoZstvi nepiesahujicim 8,2 mg.1I"", pii 12 °C <15,9 mg.I" a p#i 30 °C <17,0
mg.l'. Po 48 hodinové kultivaci se mnozstvi produkovaného putrescinu
V}'rrazlnéji nemeénilo. Po 360 hodinach kultivace byly hodnoty tohoto BA <19,9
mg.l".

Histamin a kadaverin byly ve vétSiné pfipadi produkovany
v nizkych koncentracich (HIS <3 mg.1"). V &ase kultivace se obsah histaminu a
kadaverinu v zavislosti na teploté prilis neménil. Koncentrace kadaverinu v Case
rostla pfi obou testovanych niZSich teplotaich (6 1 12 °C) do 144. hodiny
kultivace (<15,5 mg.I"). Pii odbéru v &ase po 144 hodinach doslo k poklesu
kadaverinu na polovinu (7,1 mg.I"").

Polyamin spermidin byl produkovan po 24 hodinové kultivaci pii vSech
testovanych teplotach v nizkych koncentracich (vétsinou <2,0 mg.1""). Produkce
SPD m¢la slaby ristovy trend. Pouze pii 30 °C byl maly narast k hodnoté az 3,9
mg.I"". Spermin byl produkovan pfi teplotich 6 °C i 12 °C. Po 24 hodinové
kultivaci S. hominis 20/2 byla produkce pii 6 i 12 °C <5,2 mg.1”, pii 30 °C
<19,6 mg.I"". Po 360 hodinach bylo rozmezi vyprodukovaného sperminu u obou
sledovanych teplot (6 a 12 °C) témé& shodné (18,5-39,4 mgl"). Po 144
hodinach kultivace dochéazelo k ubytku sperminu. Po 360 hodinové kultivaci
bylo mnozstvi sperminu pii 6 i 12 °C <8,2 mg.1".

Vliv pH na produkci BA u Staphylococcus hominis 20/2

Klesajici pH zplsobilo pokles produkce tyraminu pii vSech testovanych
teplotach (Obr. 22). Po 48 hodinach kultivace byla produkce pii 30 °C a pH 7
1280,7+12,6 mg.1"", pii pH 5 byla produkce nizi, dosahujici hodnoty 1068+71,6
mg.I". Pii 6 i 12 °C byl trend produkce shodny. Po 360 hodinach kultivace pii
12 °C a pH 7 byla koncentrace tyraminu 947,2+31,1 mg.l" a pti pH 5
dosahovala 412,4+11,1 mg.l". V ramci kultivace pii 6 °C byl rozdil produkce
tyraminu mezi pH 7 a pH 6 A 30,0+2,1 mg.1".
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Obr. 22. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri 30 °C
u Staphylococcus hominis 20/2 v zavislosti na pH.

Na vyznamnych zménach produkce PHE se jako dalSi z faktord podilela
teplota. Pfi 30 °C dochazelo pfi pH 6 — 7 kdvojnasobné produkci
fenyletylaminu (576,0+5,3 mg.1™") oproti pH 5, kdy maximalni produkce PHE
byla 246,0+2,1 mg.l" (Obr. 22). Pii 6 i 12 °C bylo mozné sledovat podobny
trend v produkci fenyletylaminu, tedy, ze pfi pH 7 byla produkce nejvyrazng;si a
s klesajici hodnotou pH se produkce snizovala. Na konci kultivace (po 360
hodinéach) byl rozdil v produkei fenyletylaminu dvojnasobny.

Koncentraci kadaverinu v ristovém prosttedi také ovliviiovalo pH. Pti vétSiné
testovanych kombinaci faktori a teploté kultivace 30 °C dochazelo k jeho
ubytku. Nejpatrng;§i ubytek kadaverinu byl sledovan pii 5 pH po 48 hodinové
kultivaci (Ptiloha II, Obr. 22). Pti kultivacnich teplotach 6 a 12 °C bylo mozné¢
sledovat jednotny trend, kdy s rostoucim pH rostla i koncentrace kadaverinu.
Po 240 hodinov¢ kultivaci pii pH 5 mnozstvi kadaverinu v kultivatnim médiu

naopak ubyvalo.

Produkce putrescinu pii teplotach 6 1 12 °C byla ovlivnéna pH stejnym
zpusobem (Ptiloha II, Obr. 23) jako produkce kadaverinu. Pfi zminénych
teplotdich a vySSich hodnotdch zkouSeného pH byl patrny mirny nartst
putrescinu. V kyselejSim prostiedi byl do 150. hodiny kultivace vidét slaby
pokles, ktery se vSak dalS$i dobou kultivace vyrovnal. Pfi teplot¢ 30 °C byl
v médiich sledovan pokles mnozstvi putrescinu bez ohledu na nastavené pH.

Vliv pH na produkci spermidinu kmenem S. hominis 20/2 nebyl pozorovan
pii1 obou nizsich testovanych teplotach (pii 6 ani 12 °C). Pti 30 °C bylo mozné
pozorovat pokles sperminu v médiu pouze pii pH > 6, a to aZ po 48 hodinach
kultivace (Ptiloha II, Obr. 24).
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Oproti tomu dals$i polyamin, spermidin, vykazoval v médiu jiny trend.
Pii 6 °C bylo mozné pozorovat vyznamngj$i narGst sperminu pii pH 5, kdy
po 140 hodinach kultivace bylo dosazeno produkce 23,5+0,6 mg.l". S rostoucim
pH se produkce prudce snizovala (Ptiloha II, Obr. 25), a také po 140 hodinach
kultivace bylo mozné sledovat znacny ubytek v obsahu sperminu v bujonu.

Vliv NaCl na produkci BA u Staphylococcus hominis 20/2

Byl sledovén vliv koncentrace NaCl na produkci BA u S. hominis 20/2. Mezi
nejvyznamngj$i amin u S. hominis 20/2 patfil tyramin, co se ty€e rozsahu jeho
produkce. S rostouci koncentraci NaCl klesala produkce tyraminu pii vSech
kultiva¢nich teplotach (Obr. 23). Pti 6 °C byl patrny trend produkce tyraminu
v zéavislosti na koncetraci NaCl (Pfiloha II, Obr. 26). Produkce pii 6 °C byla
inhibovéna pfidavky soli nad 2 % (w/v), a to aZ o 40 %. Maximalni produkce
tyraminu pii 6 °C byla 159,4+1,9 mg.l", pii 12 °C byla produkce 581,6+9.9
mg.1" a pii 30 °C 1678,0+31,0 mg.1"". P¥idavky NaCl v koncentracich nad 3 %
(w/v) zpisobily pokles produkce tyraminu v médiich po kultivaci piti 30 °C.
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Obr. 23. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri 30 °C
u Staphylococcus hominis 20/2 zavislosti na koncentraci NaCl.

Dals$im sledovanym BA byl fenyletylamin. Produkce pii 6 °C u S. hominis
20/2 se pohybovala v maximalnich hodnotdich po 360 hodinidch kultivace
v koncentraci 12,7+0,2 mg.I" pii teploté 6 °C. Byl pozorovan trend poklesu
produkce s rostouci koncentraci NaCl, a to u vSech sledovanych teplot kultivace.
Pti 39 °C byla maximalni produkce PHE po 48 hodinach kultivace 679,9+4,2
mg.l".

Pfi 6, 12 a 30 °C m¢la koncentrace NaCl vliv na produkci kadaverinu
u kmene S. hominis 20/2. Se zvySujici se koncentraci NaCl pii 6 °C dochazelo
k postupnému sniZzovani produkce po 144 hodinach kultivace. V del§im ¢asovém
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obdobi potom dochézelo k ubytku kadaverinu, a to pfi vSech koncentracich
NaCl. Nevyssi hodnota produkce byla detekovdna v médiich po kultivaci pii
6 °C a po 144 hodinach (16,4+1,1 mg.l™"). Pii 30 °C byla nejvyssi dosazena
hodnota produkce kadaverinu po 36 hodinach kultivace 27,7+1,5 mg.1l", vzdy
pii nejnizsi koncetraci NaCl v bujonu (Ptiloha II, Obr. 27).

Béhem kultivace S. hominis 20/2 nedochédzelo k vyraznym zménam
v mnozstvi sperminu v zavislosti na koncetraci NaCl. Polyamin spermidin byl
v zavislosti na koncentraci NaCl vyraznéji redukovan jen pii 6 % (w/v) NaCl
(Ptiloha II, Obr. 28).

Vliv piistupu kysliku na produkci BA u Staphylococcus hominis 20/2

Ananerobni prostfedi mélo dle vysledka subexperimentu vliv na produkci BA
u Staphylococcus hominis 20/2. Vy§§i produkce tyraminu byla sledovéna
pfi anaerobni kultivaci. Produkce tyraminu pi1 30 °C v anaerobnim prostredi
byla 1678,0+2,0 mg.I"". Nizsi produkce byla zaznamenéna pii aerobni kultivaci
v ¢ase 48 hodin (1464,3+22,4 mg.I"). Produkce tyraminu kopirovala réstovou
kiivku S. hominis 20/2. Pt1 12 °C nebyl pozorovan vyznamny rozdil produkce
v aerobnim ¢i anaerobnim prostfedi v pocatku kultivace. Po 360 hodinach
kultivace vSak byla produkce za anaerobniho prostiedi vyssi oproti aerobnimu
prostiedi, a to vice jak dvojnasobné. Pti 6 °C byl rozdil v produkci tyraminu
v anaerobnim i aerobnim prostiedi minimalni 156,4+5,0 mg.1".

Dalsim sledovanym BA u S. hominis 20/2 byl fenyletylamin. K vyraznéjSimu
rozdilu v produkci doslo az po 24 hodinové kultivaci pi1 30 °C, kdy byl patrny
trend vysSi produkce v anaerobnim prostifedi. Po 48 hodinové kultivaci byla
produkce fenyletylaminu v anaerobnim prostiedi 856,4+2,5 mg.lI"', v aerobnim
dosahovala 761,2+2,0 mg.l". Pfi 6 i 12 °C byla produkce <10,5 mg.l" bez
vyznamného vlivu O, na produkci. Produkce putrescinu pii vSech sledovanych
teplotach byla vzdy za anaerobni kultivace vysS§i neZ za aerobni. Tvorba
kadaverinu a histaminu u S. hominis 20/2 nebyla vyrazn€ ovlivnéna ptistupem
kysliku bez ohledu na teplotu kultivace. Stejné tomu bylo 1 u polyamint
sperminu a spermidinu.

5.3.6 Staphylococcus pasteuri 19/1

Nejvy$§i maximalni hodnoty produkce jednotlivych biogennich amint
u Staphylococcus pasteuri 19/1 a podminky, pii kterych bylo téchto hodnot
dosazeno, jsou uvedeny v Tab. 12.

Byl vyhodnocen trend riistu kmene v zavislosti na testovanych faktorech.
Délka lag faze se prodluzovala se snizujici se teplotou 1 pH. AvSak koncentrace
NaCl vyrazné lag fazi neprodlouzila. Pfi stejném pH, ale pfi niZsi teploté, byl
rust S. pasteuri 19/1 velmi zpomalen.
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Tab. 12. Maximalni produkce BA u Staphylococcus pasteuri 19/1.

Staphylococcus pasteuri 19/1 BA mg.I™* T%E’ (Ijo)ta pH l(\lv\zli/% an/aerobn¢

tyramin 18755 30 7 1 A
fenyletylamin 7912 30 5 1 AN
histamin 53 30 5 2 AN
tryptamin 56,5 12 7 0 A
putrescin 55,5 30 5 0 AN
kadaverin 20,7 30 7 1 AN

spermin 52,6 6 5 1 AN
spermidin 153 30 5 1 A

Jak je patrné z Obr. 24, byla lag faze rastu S. pasteuri 19/1 prodlouZena
dvojnasobné pii koncentraci NaCl 6 % (w/v). S. pasteuri 19/1, stejné jako
predchozi kmen S. hominis 20/2 vykazovaly podobné chovani pii vSech
sledovanych faktorech.

log CFU.ml*
o

0 6 12 18 24
Doba kultivace (h)

— — — $P pH5 Naclo SP pHS NaClé

SP pH6E NacClo

SP pH6 NaCle SP pH7 NaCl0 ««seeveee SP pH7 NaCls

Obr. 24. Cast ristové kiivky Staphylococcus pasteuri 19/1 (SP) in vitro pii pH 5, 6 a 7,

30 °C, za an/aerobnich podminek s pridavkem ruznych koncentraci 0, 3 a 6 % (w/v)
NaCl.

Vliv teploty na produkci BA u Staphylococcus pasteuri 19/1

Sledované teploty (6, 12 a 30 °C) byly vybrany tak, aby co nejvice
napodobily podminky, které provazeji vyrobu a zpracovani ryb a tedy mohou
ovlivnit produkci BA.
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Nejvyznamnéj$Sim BA v mnoZstvi produkce zavislé na teploté byl, stejné jako
u dalSich testovanych kmend, tyramin. Stanovena mnoZzstvi tyraminu po 24
hodinové kultivaci u S. pasteuri 19/1 byla pii 6 °C 2,0-23,7 mg.1"", pi kultivaci
ve 12 °C 2,0-41,3 mg.I" a pii 30 °C 847,5-1866,7 mg.l". Pii dalsi kultivaci
mnozstvi tyraminu rostlo v zavislosti na ostatnich sledovanych faktorech a
v zavislostt na ristu kmene. Po 48 hodinové kultivaci bylo mnoZzstvi
vyprodukovaného tyraminu pii 6°C 11,7-27.5 mgl’, kdy dvojndsobné
produkce dosahoval S. pasteuri 19/1 pi1 12 °C. Po tfistaSedesati hodinové
kultivaci byla produkce tyraminu pii 6 °C 96,3—712,4 mg.1" a p¥i 12 °C 110,4—
907,9 mg.l"' vzavislosti na ostatnich sledovanych kombinacich faktort.
Nejvyssi mnozstvi tyraminu bylo vyprodukovano pii 30 °C po 30 hodinach
kultivace (1875,5£70,6 mg.I"). Z téchto vysledkdl je patrné Ze vétsi vliv nez
teplota mély na produkci jiné sledované faktory, jejichZ kombinace je spolecné
s rozsahem produkce BA popsana nize.

Fenyletylamin byl u S. pasteuri 19/1 po 24 hodinové kultivaci pfi teploté 6 °C
produkovan ve shodném rozmezi jako pii 12 °C (2-2,6 mg.l"). Ostatni
sledované faktory ve spojeni s teplotou 30 °C vyraznéji navySovaly objem
produkce PHE (6,8-507,2 mg.I"). Produkce PHE byla nejvy$si po 48 hodinové
kultivaci pfi 30 °C (<791,2 mg.l™"). V prosttedi 6 a 12 °C se pohybovala
produkce vdruhém dni ve vyrazngé niz§ich hodnotich (<5,5 mg.l™).
K vyraznému navySeni produkce PHE nedoSlo ani po 360 hodindch kultivace
pii téchto teplotach (<32,8 mg.1™),

Putrescin byl po 24 hodinach kultivace S. pasteuri 19/1 pi1 6 °C 1 12 °C
detekovan v nizké koncentraci (<5,5 mg.l"), pti 30 °C byly hodnoty
produkovaného putrescinu fadové vyssi (19,5-42,5 mg.l"). Po 48 hodinové
kultivaci se mnozstvi produkovaného putrescinu vyraznéji neménilo. Po 360
hodinach kultivace byly hodnoty produkovaného putrescinu pii 6 a 12 °C
v rozmezi 3,0-6,5 mg.1™.

Histamin a kadaverin byly ve vétSiné ptipadt kultivace produkovany pod 3
mg.l"'. V &ase se koncentrace histaminu a kadaverinu piili§ neménila. Vyjimkou
byly produkce za anaerobnich podminek a pii pH 5. Pfi této kombinaci faktor
byla produkce po 12 hodinach a 30 °C kultivace 5.2 mg.l" (histamin) a
19,9 mg.I" (kadaverin).

Polyamin spermidin byl produkovéan po 24 hodinové kultivaci pii vSech
teplotach v nizkych koncentracich (<4,0 mg.l™"). Produkce SPD méla slaby
rostouci trend. Spermin byl produkovan pii teplotich 6 °C 1 12 °C. Produkce
po 24 a 48 hodinové kultivaci 30 °C neptesahovala hodnotu <7,9 mg.I"". Po 360
hodinach bylo obsah sperminu v ristovém prosttedi pii 12 °C 11,5 — 36,3 mg.1"!
a pii 6 °C 18,5-39,4 mg.1", tedy patrn& vyssi.
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Vliv pH na produkci BA u Staphylococcus pasteuri 19/1

Nejvyssi stanovené mnozstvi TYM produkované Staphylococcus pasteuri
19/1 bylo stanoveno v médiich po 48 hodinové kultivaci pii 30 °C a pH 5
(1496,5+44,6 mg.1"). Z graft (Obr. 25) je patrné, Ze nejvhodn&jsi pH pro tvorbu
tyraminu pii teplot¢ 30 °C bylo spiSe kyselejsi prostiedi (pH 5). Zatimco
pii nizsi teploté kultivace byla produkce tyraminu podpotena pii pH 7.

Obr. 25. Kinetika produkce tyraminu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus
pasteuri 19/1 v zavislosti na pH.

Obr. 26. Kinetika produkce fenyletylaminu pri 30 °C u Staphylococcus pasteuri 19/1
v zavislosti na pH.

Zména pH méla vyrazny vliv na produkci PHE u S. pasteuri 19/1, jak je
patrné z grafu (Obr. 26). Pfi 30 °C mnozstvi PHE rostlo mirn¢ pii pH 7 a
vyrazngji s klesajici hodnotou pH meédia. Pfi pH 5 byla hodnota produkce
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Sestinasobna oproti produkci pii pH 7. Po 20. hoding kultivace je tento jev jesté
vyrazng€j$i. Oproti tomu produkce PHE pfi kultivaéni teploté¢ 6 °C a pH 7 m¢éla
rostouci charakter po 250 hodinach kultivace, kdy doSlo k dvojnasobnému
nartstu tohoto aminu.

Zména pH neméla jednoznaény vliv na produkci kadaverinu u S.pasteuri
19/1. Pi1 30 °C mnozstvi kadaverinu v médiu mirné rostlo béhem prvnich 20
hodin kultivace, poté v pribéhu dalsi kultivace mnoZstvi kadaverinu bez ohledu
na pH klesalo. Produkce kadaverinu pii kultivacni teplot¢ 6 °C méla rostouci
charakter pouze od 150. hodiny kultivace v ristovém médiu pii vSech hodnotach
pH.

Jednoznacny trend nelze sledovat pii produkci putrescinu u S. pasteuri 19/1
v zavislosti na pH. Béhem kultivace pti pH 5 pti 30 °C mnozstvi putrescinu
v mediu mirné rostlo. Po 30 hodinach kultivace mnozstvi putrescinu klesalo
vyraznéji pii pH 7, az o 20 %. Produkce PUT pii kultivacni teploté¢ 6 °C méla
rostouci charakter pouze do 250. hodiny kultivace a v exponencialni fazi,
pii hladovéni bun¢€k za¢alo mnozstvi putrescinu klesat pti v§ech hodnotach pH.

Zména pH neméla vliv na produkci sperminu pii 30 °C u S. pasteuri 19/1.
Pti nizSich teplotach se v pribéhu kultivace projevil trend pii pH 6, kdy byl
na zacatku kultivace patrny ubytek sperminu do 150. hodiny kultivace. Dale se
spermin tvofil stejné jako pii pH 7 a 5.

Vliv NaCl na produkci BA u Staphylococcus pasteuri 19/1

Nejvssi stanovené mnozstvi tyraminu bylo sledovano v médiich po 24
hodinach kultivace pti 30 °C bez piidavku NaCl (1586,5+22,2 mg.1"). Z grafu
(Obr. 27) je patrne€, Ze s rostoucic koncentraci NaCl byla produkce tyraminu
snizena az o 33 %, a to na vrcholu produkce po 24 hodinové¢ kultivaci. V del§Sim
casovem useku kultivace se tento rozdil snizoval. Pfi teplotiach 6 1 12 °C byla
produkce TYM <4822 mgl'. Zgrafu je patrny trend, kdy se s rostouci
koncentraci NaCl sniZovala produkce sledovan¢ho BA. Pti koncentracich NaCl
nizsich nez 2 % (w/v) byl v médiich pozorovan prudky narast tyraminu (Obr.
27).

Produkce fenyletylaminu byla nejvyznamnéji podporovéana pii 30 °C bez
pfidavku NaCl. Z grafu (Obr. 28) je patrné, Ze vysSi koncentrace NaCl
zpomalovala produkci PHE. Maximalni produkce po 48 hodinach pti 30 °C byla
599,3+18,1 mgl"'. T pii niz§ich teplotach vykazoval kmen S. pasteuri 19/1
vyraznou produkci PHE. Pii teploté¢ 6 °C je z Obr. 28 patrné, Ze s rostouci
koncentraci NaCl se produkce PHE rychle snizovala. Pi1 6 °C doSlo k mirné
produkci az po 250 hodinach kultivace a pouze do koncentrace NaCl 2 % (w/v).
V médiu bez NaCl byla vyrazné;jsi produkce az po 300 hodinach kultivace, kdy
maximum bylo dosaZeno po 360 hodinach (16,0+0,2 mg.1™").

83



Obr. 27. Kinetika produkce tyraminu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus
pasteuri 19/1 v zavislosti na koncentraci NaCl.

Obr. 28. Kinetika produkce fenyletylamin pri 30 °C u Staphylococcus pasteuri 19/1
v zavislosti na koncentraci NaCl.

S rostoucim mnoZstvim NaCl produkce kadaverinu klesala, a to i ptes to Ze
S. pasteuri bézné roste pii daleko vysSich koncentracich soli. Bez ptidavku NaCl
bylo dosazeno nejvétsi produkce kadaverinu <8 mg.l”'. P¥ 12 a 30 °C
koncentrace NaCl neméla vliv na produkéni kiivku kadaverinu u kmene
S. pasteuri 19/1.

Produkce putrescinu nebyla vyrazné ovliviiovana ptidavkem NaCl pii 6 °C
ani 12 °C. Pti 30 °C byla produkce ovlivnéna vyraznéji (Ptiloha II, Obr. 19).
S klesajici koncentraci NaCl se zvySovala produkce PUT. Tento trend byl
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vyraznéjsi az po 12 hodinach kultivace. Maximalni hodnoty produce putrescinu
bylo dosaZeno pii 1 % NaCl (31,86+0,9 mg.1").

Viiv piistupu kysliku na produkci BA u Staphylococcus pasteuri 19/1

Z vysledkl je patrné, ze anaerobni kultivace podpoftila produkci tyraminu,
kdy maximalni produkce pii 30 °C po 48 hodindch kultivace v anaerobnim
prostiedi (2200,1+42,0 mg.1"") byla vyssi neZ pii aerobni kultivaci (1276,3+31,5
mg.l"). Lze konstatovat, e produkce tyraminu kopirovala ristovou kiivku
S. pasteuri 19/1 (Obr. 24). Pti 12 °C nebyl pozorovéan vyznamny rozdil produkce
v aerobnim ¢i anaerobnim prostiedi v po¢atku kultivace. Po 288 hodinach
kultivace byl vSak patrny rozdil v produkci. Koncentrace TYM v anaerobnim
prostiedi (947,2+2,1 mg.I"") byla vice jak trojnasobné oproti aerobnimu prostiedi
(bez ohledu na ostatni faktory). Pii teplot¢ 6 °C byla detekovana o 20 % vyssi
produkce TYM (712,4£2.1 mgl") v anaerobnim prostiedi, nez v ristovém
prostiedi s pfistupem kysliku.

DalSim sledovanym BA u S. pasteuri 19/1 byl fenyletylamin. K vyraznéjSimu
rozdilu v produkci doSlo az po 24 hodinové kultivaci ptfi 30 °C, kdy uz byla
patrna vyssi produkce fenyletylaminu v anaerobnim prostfedi nez v aerobnim.
Po 48 hodinové kultivaci byla produkce fenyletylaminu v anaerobnim prostiedi
oproti aerobnimu dvojnésobnd, kdy dosahovala 788,2+6,0 mg.l'l. Pri 6112 °C
byla produkce bez ohledu na piistup kysliku nizka (<5,5 mg.1™).

Schopnost produkce putrescinu, kadaverinu a histaminu u Staphylococcus
pasteuri 19/1 pti 6, 12 a 30 °C nebyla ne/pfitomnosti kysliku vyraznéji
ovlivnéna. Stejny zavér Ize konstatovat 1 u vlivu O, na mnoZstvi vytvorenych
polyaminil — spermidinu a sperminu.

5.3.7 Statistické hodnoceni produkce biogennich aminu

Vhodnym nelinedrnim modelem regresni analyzy pro hodnoceni kinetiky
produkce BA za sledovani vlivu riznych faktort (teplota, pH, NaCl, O,/-O,) se
stal tfiparametrovy Gompertzitv model, ktery je graficky zndzornén v Ptiloze I1I.
Byly hodnoceny pouze dva BA (fenyletylamin a tyramin), protoZze pouze u nich
byla zjiSténa dostateCné vysoka koncentrace pro statistické hodnoceni. VeSkera
data jsou uvedena v Ptiloze III. Parametry Gompertzova modelu byly v piipadé
kultivace pifi 6 °C velmi nizké a nebylo mozné je prfesné¢ vypocitat, a to
ptedevsim z toho divodu, Ze i po 14-ti dnech doslo k nizké produkci BA. Tato
kultiva¢ni teplota byla zvolena z divodu zjisténi a porovnéni produkce BA
pii chladirenské teploté a dalSich teplotach (vyssi teplota, pti které mohou byt
skladovany potraviny a optimalni riistova teplota pro testovany kmen). I kdyz
pii této teploté byl zaznamenan rlst testovanych kment, véetné produkce BA,
1ze poznamenat, ze tak dlouhou dobu by nebylo mozZné Cerstvou potravinu (napf.
maso) pii této teploté skladovat, pokud by nebyla oSetfena jinym zakrokem
zabranujicim ristu nezadoucich mikroorganizmii.
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Detailni analyza statistickych dat je nize popsdna pro Enterococcus faecium
M2C, analyzy ostatnich kment byly velmi podobné. Hodnota parametru A
u fenyletylaminu byla hodnocena v €ase pouze u teplot 12 a 30 °C. Produkce pfi
6 °C byla niz$i nez 10 mgl' a srostoucim pH se nezvySovala. Nejvyssi
mnozstvi fenyletylaminu bylo tvoteno pii 30 °C, pH 6, 2 % NaCl v anaerobnim
prostfedi. Fenyletylamin byl vyrazné¢ méné produkovéan pii pH 7. Obecné je
mozno shrnout, ze v prosttedi 6% NaCl (w/v) se tvofilo mnohem vice
fenyletylaminu pii pH 5 neZ pifi pH 6. AvSak v prostfedi s menSim mnoZzstvim
piidan¢ho NaCl byl prokazan opacny trend. Tyto zavéry lze vyvodit pro aerobni
1 anaerobni prostfedi. Mnozstvi fenyletylaminu rostlo za anaerobnich podminek
vice nez za aerobnich pti 30 °C, pH 6 1 7. Na druhou stranu pro pH 5 tento trend
pozorovan nebyl. Vliv NaCl neni tak jednozna¢ny, proto nelze uvést
generalizovany zavér. Bylo prokdzéano, Ze na hladiné vyznamnosti 5 % maji
vSechny sledované¢ faktory statisticky vyznamny vliv.

Pti sledovani vlivu experimentalnich podminek na parametr u — specifickou
rychlost produkce biogenniho aminu (mg.1".h™") bylo zji§téno, Ze na rychlost
produkce PHE mélo ziejmy vliv pH, maximalni ristova rychlost byla nejvyssi
pii pH 6 a nejnizsi pi1 pH 7. Toto zjisténi platilo pro aerobni i anaerobni
prostiedi, stejné¢ jako pro stanovované hodnoty koncentraci NaCl. Na hladiné
vyznamnosti 5 % bylo prokazano, Ze vliv vSech sledovanych faktori je
statisticky vyznamny.

Byl sledovan vliv experimentalnich podminek na hodnotu parametru A —
dobu, nezZ byla poprvé pozorovana produkce dan¢ho BA (h). U parametru A byly
zjiStény vyssi hodnoty pi1 teploté¢ 12 °C nez 30 °C. Lze konstatovat, Ze toto
tvrzeni plati pro vSechny ostatni faktory. VIliv vSech faktori byl opét
vyhodnocen jako statisticky vyznamny (P<0,05).

Hodnota parametru A u tyraminu byla v ¢ase pozorovana u vSech tii
testovanych teplot (6, 12 a 30 °C). Za zminku stoji fakt, Ze tyraminu bylo
vyprodukovano vzdy vyrazné vys$S§i mnozstvi nez fenyletylaminu (histaminu,
kadaverinu, putrescinu, sperminu a spermidinu). Absolutné nejvyss$i mnozstvi
tyraminu bylo naméteno pii 30 °C, pH 6, 1 % NaCl v anaerobnim prostiedi.

Nejnizsi produkce tyraminu byla pozorovana v prostiedi béhem kultivace
pii 6 °C. Se zvySujicim se pH se tyto hodnoty pii teplot¢ 6 °C sniZovaly.
Zajimavy vztah byl nalezen u faktord aerobni/anaerobni prostfedi pii 30 °C.
V prosttedi o pH 7 bylo pozorovano vétsi mnoZstvi tyraminu za anaerobnich
podminek, na rozdil od aerobniho prostfedi. Kdezto pti pH 5 se tvofilo vice
tyraminu v aerobnim prostifedi. Pro hodnotu pH 6 jsou vztahy nejasné. Bylo
prokazano, Ze na hladin¢ vyznamnosti 5 % maji vSechny sledované faktory
statisticky vyznamny vliv.

Dale byl sledovan vliv experimentalnich podminek na hodnotu parametru
p (mg.l"h") u TYM. Maximalni ristova rychlost byla jednoznaéné ovlivnéna
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teplotou prostfedi. Bylo pozorovédno, Ze parametr p se zvySuje se zvySujici
teplotou nejméné o fad. Na hladin¢ vyznamnosti 5 % byla prokézéana statisticka
vyznamnost vSech faktorti. Parametr A (h) mél nejvysSi hodnotu v pfipadé
teploty 12 °C. Pii teploté¢ 30 °C byla tato hodnota vyraznéji nizsi. Vliv vSech
sledovanych faktorii byl vyhodnocen jako statisticky vyznamny (P<0,05).

Pti zpracovani hodnot yield faktoru bylo zjiSténo, Ze pokud bakterie
za danych podminek rostou, pak je produkce BA jednou bunkou nejvyssi
na pocatku exponencidlni faze a poté klesa (Obr. 29a). Plati to 1 v pfipad¢, Ze
jsou podminky mirn¢ suboptimalni (6 % NaCl) a lag faze je vyrazné
prodlouzena. V ptipad€, Ze podminky nejsou optimdlni pro rist bunck, pak se
yield faktor v ¢ase zvySuje (Obr. 29b). Piiklad je uveden pro kmen Enterococcus
faecium M2C.
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Obr. 29. Rustoveé krivky a yield faktory (sloupcovy graf) u Enterococcus faecium M2C
in vitro pri 30 °C (a) a 6 °C (b), pH 5 za anaerobnich podminek s pridavkem 1 (Cerna)
a 6 (modrd) % (w/v) NaCl.

5.4 Diskuze k experimentu II

Druhé cast této prace se zabyvala sledovanim vlivu kultivacni teploty, NaCl,
pH a pfistupu kysliku na produkci osmi rliznych BA tifemi kmeny enterokoku a
ttemi kmeny stafylokokl in vitro. Z vysledkl je patrnd dileZitost sledovat
produkci BA z hlediska jak kinetiky produkce, tak 1 statistickych parametrt
ristu a produkce biogennich aminti (Ptiloha III a IV).

Optimalni podminky kultivace pro Sest studovanych kmenl byly stanoveny
na zékladé riistovych kiivek a jsou v souladu s odbornou literaturou (Morandi et
al., 2005; Gutiérrez et al., 2010; Sanchez Mainar et al., 2017). Pro enterokoky 1i
stafylokoky to bylo pH 7, bez ptidavku NaCl a aerobni prostiedi. Jelikoz byly
tyto kmeny izolovany z potravin, byly kultivovany pfi max. teploté 30 °C, coz je
teplota simulujici podminky pii poruSeni chladiciho fetézce pii distribuci a
skladovani potravin a zaroven teplota vhodna pro rist vétSiny grampozitivnich
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kokt. Celkovy pocet enterokokit byl vbujéonu BHI 10" CFU.ml”,
pro stafylokoky byla zji§téna hodnota 10° CFU.ml"'. Za optimalnich podminek
rustu sledované kmeny enterokokii a stafylokokii v médiu tvofily nejvice
tyramin a fenyletylamin. Ostatni BA byly stanoveny v mnozZstvi menSim nez 50
mg.l". Nejvétsi produkce jednou buitkou (yield faktor) byla pozorovana
na pocatku exponencialni faze. Naopak Tsai ef al. (2005) ve své praci uvadi, ze
produkce histaminu je maximdalni az uprostfed exponencidlni faze rlstové
kiivky histamin—produkujicich bakterii. Kim et al. (2002) zase publikovali, Ze
nejvyssi mnozstvi histaminu bylo detekovano v pozdni staciondrni fazi rdstu
bakterie Morganella morganii v kontaminované rybi svalovin€¢. Mnoho autorti
oznacuje stacionarni fazi jako cas, kdy dochazi k maximalni dekarboxylazové
aktivité, a to predevSim diky zvySujicimu se stresu bunék zplisobenému
nedostatkem Zivin (Calles—Enriquez ef al., 2010, La Gioia et al., 2011). Aktualni
odborna literatura uvadi, ze vysledna akumulace BA je velmi heterogenni
a zavisla na rodu a druhu jak kvantitativné, tak 1 kvalitativné (Bargossi et al.,
2015a,b).

Enterokoky 1 stafylokoky jsou schopné ristu v Sirokém rozmezi teplot,
koncentraci soli a pH (Andrighetto ef al., 2001; Sarantinopoulos et al., 2001;
Garcia et al., 2002; Gutiérrez et al., 2010; Sanchez Mainar et al., 2017).
Optimalni rstova teplota podporuje bunéény metabolizmus a proliferaci bunck,
stejné¢ tak jako produkci BA. Z vysledkli bylo zjiSténo, Ze produkci BA a
polyamini kmeny rodQ Enterococcus a Staphylococcus izolovanych z masa a
ryb nejvice ovliviiuje teplota. Jednoznacné bylo prokazano, Ze maximalni
produkce byla zaznamendna pii 30 °C a tato teplota statisticky vyznamné
ovliviiyje rist enterokok i stafylokokli. U niZSich teplot kultivace bylo mozno
predikovat vliv na zpomaleni ristu bunék, avSak neni mozné s jistotou piedvidat
vliv na produkci BA jednou bunikou. Napft. nejvyssi mnozstvi tryptaminu (93,9
mg.l") bylo produkovano kmenem S. epidermidis 21/2 pti 6 °C. Dostupna
literatura neuvadi produkci tryptaminu zadnym druhem rodu Staphylococcus
v takovém mnozstvi. Dle vysledkll této prace lze shrnout, ze mnozstvi BA
nemusi s ristem bunék v Case korelovat. AvSak dle Gardini et al. (2016) je
pfitomnost nebezpeénych koncentraci BA (200 mg.l") asociovana
s odpovidajicim riistem dekarboxyldza pozitivnich mikroorganizmi. Nicméné
vysoké pocty bunck produkujicich dekarboxylazy nejsou dostateCnou a jedinou
podminkou k vysvétleni konecného mnozstvi BA. Pokud jsou dekarboxylacni
enzymy jednou syntetizovany do prostedi, produkce termostabilnich BA miize
pokracovat 1 v ptipad€, Ze jsou bakterie eliminovany z potravin technologickym
oSetfenim (Gardini et al., 2016).

Pro srovnani lze vyuzit ptiklad gramnegativni bakterie Serratia marcescens,
ktera se také miZe podilet na kazeni masa a ryb. Kmen S. marcescens CCM 303

produkuje nejvice putrescinu a kadaverinu v teplotnim rozmezi 20-30 °C.
Na druhou stranu, pfi porovnani yield faktorti byla dekarboxyldzové aktivita
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jedné bunky maximalni pii 10 °C (Bubelova et al., 2015). Pokud se jedna o vliv
teploty na produkci BA v potravinach, pak napt. v pacifickém sledi byla nejvyssi
celkovéa hodnota BA 1099 mg.I"! naméfena pii skladovani ryb pfi 25 °C, zatimco
pi1 5 °C byla hodnota o ¥ad nizsi (Doeun et al., 2016). ProdluZzované skladovani
potravin v nizkych teplotdch mlize vést k vyznamnému hromadéni BA, napf.
putrescinu (Paulsen a Bauer, 1997) ¢i histaminu (Kanki et al., 2007). Dle
doporuceni americké FDA (Food Drug Agency) by v rdmci prevence tvorby
histaminu mély byt ryby zchlazeny ihned po vylovu na 4,4 °C (FDA, 2011).
Podobné nafizuje evropska legislativa povinné chlazeni ryb, produktl z ryb,
koryst a mekyst az k hodnotam 0 °C (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES), 2004b). N¢kter¢ bakterie mohou naopak zptsobit redukci BA
v potravinach. Pfitomnost Staphylococcus xylosus S81, startovaci kultury, ktera
netvoii biogenni aminy, ve fermentovanych masnych vyrobcich zpusobila
sniZzeni mnozstvi tyraminu, kadaverinu a putrescinu po 21 dnech skladovani
(Gardini et al., 2001).

Vysledky této prace vypovidaji o vlivu pH na produkci BA. Zatimco nizké
pH zpuasobilo omezeni ristu sledovanych bakterii rodu Enterococcus a
Staphylococcus, dekarboxylazova aktivita testovanych kmenti byla podpotena.
V prubéhu experimentu bylo zjisténo, ze produkce BA u kmeni E. faecium byla
vyznamné ovlivnéna hodnotou pH prostiedi. Sledované kmeny E. faecium M2C
a 5BM1 produkovaly vyznamné&j$i mnozstvi TYM a PHE pii pH 5 — 6, kdy
s rostouci teplotou rostla produkce v oblasti pH 6, zatimco pfi teplotach

pH vyznamny vliv na produkci TYM u Enterococcus sp. AvSak pi1 6 °C byl
patrny trend navySeni produkce tyraminu 1 fenyletylaminu pii pH 6. Pi1 vySsi
teploté bylo patrné, Ze s rostoucim pH klesala produkce PHE. Na produkci
CAD, SPM a SPD pH nemélo vyznamny vliv pii teplotach pod 12 °C. Pti 30 °C
byl patrny ubytek sperminu v kyselejSim prostredi (pH 5), ktery se zde ziejmé
pfeméiiuje pomoci spermintransferdz a polyaminoxiddz na putrescin
(Benkerroum, 2016; del Rio et al., 2016). Del Rio et al. (2016) taktéz popisuji
pozitivni vliv niz§iho pH na produkci putrescinu.

U jednotlivych druht stafylokokt byly trendy produkce BA mnohem
TYM nez pii pH 5. AvSak fenyletylamin byl produkovan 6krat vice pii pH 5
oproti pH 7 (pfi 30 °C). Produkce kadaverinu a putrescinu nebyla ovlivnéna
zménou pH. S. hominis 20/2 vykazoval klesajici produkci BA s poklesem pH.
U produkéniho kmene S. epidermidis 21/2 nebyl pozorovan vliv pH na produkci
TYM. Produkce tryptaminu byla nejvyznamnéji ovlivnéna pii pH 6, kdy byla
velmi vyrazné sniZena jeho produkce az o 50 %. Produkce histaminu a
kadaverinu nebyla hodnotou pH vyznamnéji ovlivnéna, rovnéZ ani na produkci
polyamini nemélo pH velky vliv. Nejnov¢si literatura popisuje rod
Staphylococcus jako vyznamného producenta tyraminu a fenyletylaminu
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(Laukova et al., 2017). Benavent et al. (2016) oznacili druh S. epidermidis
(izolovany zvina) zaproducenta histaminu, putrescinu a kadaverinu.
S. epidermidis snasi velmi nizké hodnoty pH. Tyramin, putrescin a kadaverin
jsou bézn¢ sledované BA ve fermentovanych masnych vyrobcich a jejich

produkce (>1000 mg.I") je bézna jiz po 8 hodinach kultivace (Benavent et al.,
2016).

Gardini et al. (2016) ve své praci shrnuji, Ze dekarboxyla¢ni reakce je jednim
z mechanizmii obrany bunék vigi kyselému stresu. Uginek pH na tvorbu BA je
rizny v piipad€ plsobeni na Cisty enzym nebo na zivé dekarboxylaza pozitivni
buniky. V kazdém ptipad¢ bylo jednoznacné prokazano, ze transkripce mnoha
klastrti genti kodujicich dekarboxyldzy je indukovédna nizkym pH. Komeréné
Cista tyrozindekarboxyldza ma nejvyssi u€innost pii pH 5,5-6,0, pii pH 4 byla
jeji efektivita velmi nizkd. Na druhou stranu druh E. faecalis projevuje
za stejnych podminek nejvyssi produkei tyraminu pii pH 4 uZ po dvou hodinach.
Tento podpurny ucinek pii nizkém pH byl pozorovan také u dalSich druhi rodu
Enterococcus, a to E. durans, E. faecium (Gardini et al., 2016). EFSA
doporucuje vybirat jako startérové kultury autochtonni kmeny s vhodnym
technologickym profilem a redukovanou moznosti tvorby BA (EFSA, 2011).

Soucasti experimentu bylo sledovani vlivu NaCl na produkci BA. Chlorid
sodny je obsaZzeny téméi v kazdé¢ fermentované potraviné. BéZné€ potraviny
zivoc¢iSného plivodu obsahuji 2 — 3 % NaCl (Marth a Steele, 2001). Koncetrace
soli vyznamné ovliviiuje nejen rust mikroorganizmu, ale také schopnost bunék
produkovat BA. Nejvice byly sledované¢ BA produkovany v médiu s pfidavkem
NaCl do 3 % (w/v). AvSak produkce jednou buiikou byla vy$si v médiu nad 3 %
NaCl (w/v). US. pasteuri byla se zvySujici se koncentraci NaCl snizena
produkce tyraminu o 33 % piti 30 °C a se sniZujici se teplotou a zvySujici
koncentraci NaCl produkce klesala az osmindsobné. Koncetrace nad 3 % NaCl
(w/v) zpomalovala produkci vSech BA. Obecné je znamo, Ze zvySujici se
koncentrace NaCl piispiva k redukci mnozstvi BA v potravinach, zejména tim,
ze snizuje pocet mikroorganizmi a také metabolickou aktivitu dekarboxylaza
pozitivnich bakterii. Na druhou stranu Gardini et al. (2016) popisuji, Ze se
zvySovani obsahu soli v potravinach neslucuje s aktudlnim trendem snizovani
obsahu soli v potravinach. Dle studie Bargossi et al. (2015b) nebyla zjiSténa
vyrazna ztrata aktivity u Cisté tyrozindekarboxylazy az do 10 %. Produkce BA
v médiich s vy$§i koncentraci NaCl byla rovnéz zjiSténa i1 v dalSich studiich
(Greif et al., 2006; Emborg a Dalgaard, 2008). ZvySenou produkci tyraminu
v médiu s vyssi koncentraci NaCl Ize vysvétlit tim, Ze Na' se podileji na regulaci
intracelularniho pH. Tyto ionty jsou dilleZité v antiportovém systému, takze hraji
zésadni roli v dekarboxyla¢ni cesté¢ tyraminu. Dekarboxylacni reakce slouzi
buiikam jako alternativni zdroj energie 1 v nepfiznivych podminkach kultivace
(Molenaar et al., 1993; Pessione et al., 2009). Oproti tomu Gardini et al. (2001;
2008) zaznamenali vysSi produkci in vitro pti nizSich koncentracich NaCl.
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U laktokokl byla zjiSténa nejvySsi produkce tyraminu pii 2 % NaCl (w/v),
na druhou stranu aero/anaerobi6za mnozstvi tyraminu v prostiedi viibec
neovliviiovala (Buiikova ef al., 2011). Koncentrace NaCl, kteréd je nezbytné pro
kontrolu histamin—produkujicich kment druht Photobacterium phosphoreum a
Morganella morganii, je vice nez 5 % (Emborg a Dalgaard, 2008).

Dale byl sledovan vliv an/aerobniho prostiedi pii kultivaci na tvorbu BA.
V prvnich hodinach kultivace nebyl zaznamenéan vliv prostiedi na produkci
zddného ze sledovanych BA wu fakultativné anaerobnich enterokokt.
K vyraznéjSimu navysSeni produkce doslo pii 30 °C az po 48 hodinach anaerobni
kultivace u obou testovanych kmenti E. faecium. Pii teplotach nizsich nez 12 °C
nedochazelo k patrnému vlivu O, na produkci TYM. Produkce PHE po 360
hodinach kultivace byla navySena pouze pii anaerobni kultivaci na 30-ti
nasobek. Putrescin, spermin a spermidin byly produkovany spiSe za aerobnich
podminek, a to pouze pii kultivaci pii 6 °C. MnozZstvi vyprodukovaného TYM 1
PHE bylo vzdy v anaerobnim prostfedi vys$i minimaln€¢ o 10 %. U rodu
Staphylococcus byla produkce BA vyS§i pouze pro TYM v anaerobnim
prostiedi. Pii1 sledovani modelovych podminek anaerobniho prostiedi
na produkci BA u Enterococcus faecium, Lactobacillus brevis (Marcobal et al.,
2006), Lactobacillus curvatus (Bover—Cid et al., 2008), Lactococcus lactis
(Bunikovéa et al., 2011), Enterococcus durans (Bunkovaetal., 2012) byla
zjisténa vyssi produkce téchto toxickych sloucenin v podminkach bez ptistupu
O,. Lze tedy odvodit zavéry, Ze BA jsou produkovany vice v anaerobnim
prosttedi, coZ potvrzuje napt. studie Doeun et al. (2016), kde byl pozorovan
narast tyraminu (90 mg.l") a sperminu (62 mg.l") ve vakuové baleném sledi
od ¢trnactého dne skladovani pti 5 °C. Jiz dlouho je znamo, Ze koncentrace
tyraminu, putrescinu a kadaverinu se v pribéhu skladovani masa bézné zvysuje,
kdeZto mnoZstvi sperminu a spermidinu ziistava konstantni (Sayem—FEl-Daher et
al., 1985). Navic, zvySeni putrescinu je v dobré korelaci s rozvojem aerobni
mezofilni 1 psychrotrofni mikroflory, zatimco kadaverin se vyznamné zvysuje
pouze v posledni fazi kazeni masa.

Vliv na produkci BA ma zajisté 1 ptidavek prekurzorii. V této praci byla
sledovéna produkce BA v médiu BHI s pfidavkem prekurzori (aminokyselin
argininu, ornitinu, histidinu, tyrozinu, lyzinu) v koncentraci 0,2 % (w/v).
U enterokokii izolovanych zrozliénych rostlinnych materidld vSak bylo
prokdzano, ze tyramin je tvofen v médiu BHI 1 v ptipadé, ze nebyl piidan
tyrozin. V ptipadé ptidavku 0,1 % (w/v) tyrozinu se produkce tyraminu
do média zvysila zhruba sedmkrat (Gatto et al., 2016).

Ke statistickému zpracovani naméfenych dat byl pouZit nelinearni
ttiparametrovy model dle Gompertze. Bylo zjisténo, Ze studované kmeny rodu
Enterococcus a Staphylococcus produkuji za zmény teploty, pH a koncentrace
NaCl a O, statisticky vyznamna mnozstvi pouze dvou biogennich aminl —
fenyletylaminu a tyraminu. Pro fenyletylamin plati, Ze statisticky vyznamné vice
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je produkovan pii pH 5 a 6 % (w/v) NaCl nez pii optimalnim pH 7, zatimco
pii niz§i koncentraci NaCl je produkce vyssi pfi optimalnim pH. Co se tyka
ostatnich sledovanych BA (histamin, kadaverin, putrescin, spermin, spermidin a

tryptamin) nebyl v Case pozorovadn zadny rostouci trend (max. primeérné
koncentrace byly mensi nez 50 mg.1™).
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ZAVER

Biogenni aminy jsou soucasti mnoha kazdodenné konzumovanych potravin.
Z diavodu prevence otrav biogennimi aminy je nutnd vCasna detekce bakterii,
které biogenni aminy produkuji. V této praci bylo analyzovano 33 kment
enterokokli a 21 kment stafylokokli riznych druhli na produkci biogennich
aminii. Bylo zjisténo, ze pouze jeden kmen, FEnterococcus sp. 3AM,
neprodlllkoval zadny ze sledovanych biogennich aminli v mnoZstvi vy$$im nez
2mg.l .

Bylo zjisténo, ze maso kralika a ryb mize byt kontaminovano mikroflérou
s bohatou produkci biogennich amintli, coz miize podstatné ohrozit bezpecnost
téchto surovin. Nej€astéji byla zjisténa produkce tyraminu, fenyletylaminu,
kadaverinu a putrescinu. Produkce histaminu byla zjiSténa u jednoho kmene
Staphylococcus warneri. Poprvé byla potvrzena produkce putrescinu,
fenyletylaminu, kadaverinu a tyraminu u S. haemolyticus. Produkce sperminu a
spermidinu nebyla zjiSténa u Zadného z testovanych kmeni. Poprvé byla takeé
odhalena produkce kadaverinu u izolatd Enterococcus sp. a Enterococcus
faecium. Pouze dva izolaty E. faecium (Mlb; M7C) lze oznalit jako
dekarboxyl4za negativni.

Vsechny studované enterokoky produkovaly ptevazné tyramin, fenyletylamin
a putrescin. Tyramin byl produkovan ve velmi vysokych mnozstvich, celkem 12
kmend tvofilo vice nez 1000 mg.l"'. Fenyletylamin produkovalo 9 kment
enterokoktl do 50—100 mg.I". Putrescin nad 100 mg.I" produkovaly dva kmeny
Enterococcus faecium. Bylo zjisténo, ze se produkce amint 1i§i v ramci kment
stejného druhu.

Vsechny tfi kmeny sledovanych enterokokl (Enterococcus faecium M2C;
Enterococcus faecium S5BMI1; Enterococcus sp. MS5a) vykazovaly podobné
chovani pii vSech sledovanych faktorech ovlivilujicich rdst. Mnozstvi
produkovanych aminil zadviselo na danych faktorech.

Sledované kmeny Enterococcus faecium S5SBMI1 a M2C byly schopné
produkce tyraminu, sperminu, fenyletylaminu, kadaverinu a putrescinu.
Dekarboxylazova aktivita kmene E. faecium SBM1 byla vyssi pii 30 °C nezZ pfi
6 °C. Snizovanim pH byla podpotena produkce BA a polyamini u kmeni
E. faecium 5BM1 a M2C. Koncentrace NaCl méla zejména inhibujici ucinek
na produkci BA a polyaminti sledovanymi kmeny. Oba kmeny maji schopnost
dekarboxylace aminokyselin pfi chladirenskych teplotach 6 °C a nizkém pH 5.

Bylo zjisténo, Ze stafylokoky jsou vyznamnéj$Simi producenty biogennich
aminll (tyraminu, fenyletylaminu, kadaverinu a putrescinu) neZ enterokoky,
které produkuji tyramin a fenyletylamin, ojedinéle putrescin. Ve skupiné
stafylokokt bylo testovano pét riznych druhi — S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. hominis, S. pasteuri, S. warneri. Nejvyssi produkce biogennich aminli byla
zaznamendna u S. warnerii a S. hominis. Nicméné ostatni tfi druhy byly
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vyjimeéné také schopny vyznamné produkce biogennich amint (=100 mg.1™).
Mnozstvi vy$$i nez jsou bezpeCnostni limity, byla zjiSténa pro tyramin,
kadaverin, putrescin u vSech studovanych druhii stafylokokti. Na druhou stranu,
z4dny ze studovanych kmenit stafylokokii a enterokokii neprodukoval za danych
podminek kultivace (30 °C/48 hodin) histamin, tryptamin, spermin a spermidin
v koncentracich vysgich nez 2 mg.1™".

Na zaklad¢ statistického vyhodnoceni vysledku Ize konstatovat, Ze:

» sledované kmeny stafylokoki a enterokokli produkovaly vyznamna
mnozstvi tyraminu a fenyletylaminu;

» sledované faktory mohou plsobit na dekarboxyldzovou aktivitu
mikroorganizmil, avSak v zavislosti na jejich vzdjemnych kombinacich;

> nizké pH zplsobuje snizovani ristu sledovanych enterokokd a
stafylokoki, ale mize podpofit dekarboxylazovou aktivitu mikroorganizmii;

» zvysujici se koncentrace NaCl snizuje produkci fenyletylaminu;

» fenyetylamin byl produkovano vyznamnéji pii anaerobni kultivaci.

Ziskané vysledky jsou cenné zejména tim, Ze mohou pomoci osvétlit
mechanizmus U¢inku produkce biogennich amind, ktery do soucasnosti nebyl
uspokojivé vysvétlen. Dalsi studium by mélo byt zaméfeno na faktory
ovlivitujici  transkripci dekarboxylazovych genli v souvislosti s produkci
biogennich amind.
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PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

V oblasti v&dniho oboru lze vidét pifinos dizertatni prace zejména
v nésledujicich aspektech:

» skrining dekarboxyldzové aktivity kment rodl Enterococcus a
Staphylococcus (54 kmenti);

» studium kinetiky produkce biogennich aminii u Sesti kmentl in vitro a
zhodnoceni rozdili v jejich produkci zahrnujici zhodnoceni parametri
rustu produkce (A, py);

» predikce vyvoje produkce jednotlivych biogennich amind produkovanych
sledovanymi bakteriemi v zavislosti na vlivu faktord.

V oblasti praktického pouziti lze vidét piinos dizertatni prace zejména
v nasledujicich aspektech:

» ze sledovanych biogennich aminti byl v nejvétsim mnozstvi produkovan
tyramin, a pro zvySeni bezpecnosti potravin lze doporucit, zavedeni
sledovani tyraminu v ramci evropské legislativy (mozné doporuceni
v ramci Natizeni evropského spolecenstvi (ES) o zatfazeni tyraminu mezi
toxicke latky v potravinach);

» sledovani rizika perzistence testovanych dekarboxyldza—pozitivnich
kmenti a moZna rizika kumulace biogennich amintl v prosttedi;

» zdlraznéni nutnosti testovani enterokokl vyuzivanych v potravinaiském
pramysluna na schopnost produkce tyraminu;

» zduraznéni komplexnosti vlivli na individualni reakce kmenl v zavislosti
na ristovych a produk¢nich podminkach biogennich amint.
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SAMHC — S —adenosylmetioninhomocysteinamin
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TLC — tenkovrstva chromatografie
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TYM — tyramin
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PRILOHA I

Tab. 1. Ucinky biogennich aminii na lidsky organizmus (Benkerroum, 2016).

Fyziologické ucinky

Toxikologické ucéinky

Neurotransmiter, lokalni hormon,
sekrece zalude¢nich kyselin,
bunécny rist a diferenciace,

regulace biorytmu, regulace télesné

Vyrazné zvyseni sekrece hlenu,
bolest hlavy, zarudnuti obliceje,
vyrazka, edém oc¢nich vicek,
obtizné polykani, prajem,

Histamin teploty, pfijem potravy, pamét’ a | respiraéni problémy, bronchitis,
schopnost u¢eni, imunitni odpovéd’, zvySeni srde¢niho rytmu,
alergické reakce tachykardie, hypertenze
Neurotransmiter, cévni feCiste, Bolest hlavy, migréna,
] srde¢ni tep, zvySeni intenzity neurologické poruchy, nevolnost,
Tyramin  g¢chani, zvysovani hladiny glukézy | zvraceni, respiraéni poruchy,
v krvi, uvoliiovani noradrenalinu hypertenze
: Zvysena srde¢ni ¢innost
Putrescin Regulace genové exprese, tag;\ykardie, hypotenze,’
_ peristaltika stieva, bunecny rast a karcinogenni acinky
Kadaverin diferenciace
Rust a diferenciace bunék Hypotenze, bradykardie, kiece
prostfednictvim genové exprese a zvykaciho svalu, paréza
modulace signalnich drah, jako koncetin, umocnuje toxicitu
Putrescin ligandy plisobi na vice mistech jinych amina
DNA a RNA, fosfolipidy a
nukletidové trifosfaty
Spermin Regenerace stievni sliznice Maligni, kolorektalni karcinom,
Stabilizace hydroperoxidu, zhaseni ischemie, svalova distrofie,
singletového kysliku, protizanétlivé | epilepsie, Alzheimerova choroba,
Spermidin pusobeni, antioxidacni efekt je psoriaza, cysticka fibroza

piimo umérny poctu aminokyselin
Vv téchto slouceninach
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PRILOHA II

LA PLAK A K
CRLLELRERL

XX

DOAX
P
R

ﬂ“

Obr. 1. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri teploté 6 °C (a)
u Enterococcus faecium M2C v zavislosti na pH.
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Obr. 2. Kinetika produkce kadaverinu pri teplote 30 °C (c) a 6 °C (d) u Enterococcus
faecium M2C v zavislosti na pH.

131



Obr. 3. Kinetika produkce fenyletylaminu pri 6 °C (a) u Enterococcus faecium M2C
v zavislosti na koncentraci NaCl.
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Obr. 4. Kinetika produkce kadaverinu p7i 30 °C (a) a 6 °C (b) u Enterococcus faecium
M2C' v zavislosti na koncentraci NaCl.
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Obr. 5. Kinetika produkce putrescinu (a) a tryptaminu (b) pri 30 °C u Enterococcus
faecium M2C v zavislosti na koncentraci NaCl.
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Obr. 6. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri 6 °C u Enterococcus
sp. M5a v zavislosti na pH.
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Obr. 7. Kinetika produkce kadaverinu pri 30 °C (a) a 6°C (b) u Enterococcus sp. M5a
v zavislosti na pH.

Obr. 8. Kinetika produkce putrescinu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Enterococcus sp. M5a
v zavislosti na pH.
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Obr. 9. Kinetika produkce sperminu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Enterococcus sp. M5a
v zavislosti na pH.
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Obr. 10. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri 6 °C (a)
u Enterococcus sp. M5a v zavislosti na koncentraci NaCl.
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Obr. 11. Kinetika produkce kadaverinu (a) a histaminu (b) pri kultivaci 6 °C
u Enterococcus sp. M5a v zavislosti na koncentraci NaCl.

Obr. 12. Kinetika produkce putrescinu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Enterococcus sp. M5a
v zavislosti na koncentraci NaCl.

136



%%
““%8:‘:“‘:::. &
NN
PSS ~
< &
D
[
) &
L7
Py i 2 s gy B :-5
7= =

LT TFFFFFFTF 100
L

Obr. 13. Kinetika produkce fenyletylamin pri 6 °C u Staphylococcus pasteuri 19/1
v zavislosti na pH (a) a koncentraci NaCl (b).

Obr. 14. Kinetika produkce kadaverinu pri 30 °C (b) a 6 °C (a) u Staphylococcus
pasteuri 19/1 v zavislosti na pH.
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Obr. 15. Kinetika produkce putrescinu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus
pasteuri 19/1 v zavislosti na pH.

Obr. 16. Kinetika produkce sperminu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus
pasteuri 19/1 v zavislosti na pH.
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Obr. 17. Kinetika produkce tryptaminu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus
pasteuri 19/1 v zavislosti na pH.
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Obr. 18. Kinetika produkce kadaverinu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus
pasteuri 19/1) v zavislosti na koncentraci NaCl.
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Obr. 19. Kinetika produkce putrescin pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus
pasteuri 19/1 v zavislosti na koncentraci NaCl.
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Obr. 20. Kinetika produkce tryptamin pri 6 °C u Staphylococcus pasteuri 19/1
v zavislosti na koncentraci NaCl.
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Obr. 21. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri 6 °C (a)
u Staphylococcus hominis 20/2 v zavislosti na pH.

Obr. 22. Kinetika produkce kadaverinu 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus hominis
20/2 v zavislosti na pH.
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Obr. 23. Kinetika produkce putrescin pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus
hominis 20/2 v zavislosti na pH.

Obr. 24. Kinetika produkce spermidinu 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus hominis
20/2 v zavislosti na pH.
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Obr. 25. Kinetika produkce spermidin 6 °C (a) a 30 °C (b) u Staphylococcus hominis
20/2 v zavislosti na pH.

Obr.  26. Kinetika produkce tyraminu (a) a fenyletylaminu (b) pri 6 °C
u Staphylococcus hominis 20/2 zavislosti na koncentraci NaCl.
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Obr. 27. Kinetika produkce kadaverinu pri 30 °C (a) a 6 °C (b) u Staphylococcus

hominis 20/2 zavislosti na koncentraci NaCl.
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Obr. 28. Kinetika produkce sperminu (a) a spermidinu (b) pri 30 °C u Staphylococcus

hominis 20/2 v zavislosti na koncentraci NaCl.
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Obr. 29. Kinetika produkce kadaverinu (a) a sperminu (b) pri 30 °C u Staphylococcus
epidermidis 21/2 v zavislosti na pH.

Obr. 30. Kinetika produkce putrescinu pri 12 °C (a) a 30 °C (b) u Staphylococcus
epidermidis 21/2 v zavislosti na koncentraci NaCl.
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Obr. 31. Kinetika produkce kadaverinu (a) a tryptaminu (b) pri 30 °C u Staphylococcus
epidermidis 21/2 v zavislosti na koncentraci NaCl.
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Obr. 32. Kinetika produkce sperminu pri 30 °C (a) a pri 6 °C (b) u Staphylococcus
epidermidis 21/2 v zavislosti na NaCl.
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PRILOHA III
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Obr. 1. Hodnota parametru A u TYM, Enterococcus faecium M2C (nahore), hodnota

parametru u u TYM, Enterococcus faecium M2C (dole).
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Obr. 2. Hodnota parametru A u TYM, Enterococcus faecium M2C (nahore), hodnota

parametru A u PHE, Enterococcus faecium M2C (dole).

148




250
° 6°C, AN
- 6°C, AE
A i 12°C, AN
A 12 °C, AE
[ ] 30 °C, AN
200 © 30 °C, AE
— | 150 T A
= T
g A o -
en
g |10 T T
| S -—
{ i
z . ]
= T
50— % T £ A
I e @
, @® eoel@. acecioes ¢
5pH 6pH 7pH
NaCl koncetrace ( %)
0 1 2 3 6 0 1 2 3 6 0 1 2 3 6
aerobni a anaerobni prostiedi
AN/AE AN/AE AN/AE AN/AE AN/AE AN/AE AN/AE AN/AE AN/AE AN/AE AN/AE AN/AE AN/AE AN/AE AN/AE
50 i
] ® 6°C, AN
o 6 °C, AE
.Q.o. @ !§ @ Q'@ A 12 °C, AN
¥ e A 12°C, AE
e ° 30°C. AN
< 30 °C, AE
5 L
A
=} 3 Bo e 2
0,5 & @) Q
z 1 = 2 §
~
—~ ool x I Ie
< < 3% ®
0@ A o @ T %
0,05 4 ¢ 4 i .
' o o
< A
a
<o A
<©
0,005

Obr. 3. Hodnota parametru u u PHE, Enterococcus faecium M2C (nahore), hodnota

parametru . PHE, Enterococcus faecium M2C (dole).
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PRILOHA IV
Tab. 1. Hodnota parametru A, u,, a A Enterococcus sp. M5A (TYM, PHE, AN — anaerobné, AE — aerobné).

NaCl (%) 0 1 2 3 6 0 1 2 3 6
Kmen/BA/teplota/pH AE/AN AE AE AE AE AE AN AN AN AN AN
A (mg.I'™) 1,1.10°  86.10° 6210° 8210° 1,210° 1,110* 1110 7,710° 86.10° 2210°
pm (mg.I*h?)  2410° 3210 36.10° 3010 39.10° 2810° 2710" 33.10" 3210" 4,6.10"
E.sp/TYM/30/7 A (h) 1,110  1,010* 1010° 1010° 3810° 1,010 1,010* 1,020 1,010* 1,010
A (mg.I") 1,6.10° 5310° 3210° 2510° 37.10° 6810° 47.10° 50.10° 1,9.10° 36.10°
pm (mg.I'h?)  7410° 1810 8810° 3810" 4610 3510° 6410 46107 93.10° 4,0.10"
E.sp/TYM/6/6 A (h) 79.10°  1110° 1,710° 40108 1,310° 6,010° 26.10° 1,010* 83.10°  1,2.10%
A (mg.I") 1810* 3210" 3810" 3210' 3410° 4810" 3710 1,310° 34.10° 3310
pm (mg.I*h?Y) 11100 2310° 1410 23100 2210 1610 1810% 4310 2310  23.10'
E.sp/TYM/6/7  A(h) 1,1.10* 1110* 1010* 1,020 1010* 1010* 1010* 64.10° 1,010* 1,0.10"
A (mg.I'") 1,2.10°  6,6.10° 24.10° 6,010° 1,810° 0,1.10° 041.10° 5910° 56.10° 2110
pm (mg.I*h?Y)  1,010°  2210° 1010 2110° 46.10° 3710° 3810° 1,910° 1,910° 88.10°
E.sp/TYM/30/5 A (h) 1,010* 5310" 8910 5510 1,010* 1,010° 1,010° 1,010" 1,0120*  6,9.10°
A (mg.I'™) 1,3.10° 1510° 1,210° 1,310° 1,210° 1,310° 4810° 4810° 37.10° 13.10°
pm (mg.I*h?)  8410° 1210° 1710° 16.10° 9310° 9010° 3710° 3510° 3210"  3,1.10'
E.sp/TYM/30/7 A (h) 46.10° 4510° 5510° 5910° 96.10° 34.10° 1010* 1010* 1,020* 1,0.10*
A (mg.I'") 3,210  4,9.10° 498.10° 4,3.10° 23.10° 7510° 6810° 64.10° 7,0.10° 5,1.10°
pm (mg.I*h?)  26.10° 1910 1810 1810° 7310° 2810° 2710" 2,210" 3,1.10" 1,1.10"
E .sp./PHE/30/5 A (h) 6,2.10° 6,210° 7,710° 9810° 1410 5910° 7010° 8410° 1,110 1,4.10
A (mg.I") 1,010* 1810* 1,010° 1,210° 9,0.10" 2010° 2410° 2010° 2210° 1,8.10°

pm (mg.I*h?)  2910° 9410° 4710° 1910° 4010° 4110° 7110° 86.10° 27.10' 54.10°
E .sp./PHE/30/7 A (h) 7010° 7810" 8210° 1,110 1,310 7710° 8710° 87.10° 23.10° 1,410




Tab. 2. Hodnota parametru A, u,, a A Staphylococcus epidermidis 21/2 (TYM, PHE).

NaCl (%) 0 1 2 3 6 0 1 2 3 6
Kmen/BA/teplota/pH AE/AN AE AE AE AE AE AN AN AN AN AN

A (mg.I'") 1,3.10° 74.10° 56.10° 4810° 1,1.10° 1,310° 1,310° 1310° 1,1.10° 9,110
pm (mg.I*h?)  2310°  2810° 2810° 3310° 4210 5210° 9210° 9,3.10° 2510° 2,7.10"
S.e. /TYM30/5  A(h) 50.10" 1,010* 1010* 1,010* 76.10° 56.10° 9410 1,010* 5210° 1,1.10"
A (mg.I™) 1,410° 7810° 8310° 1510° 1,210° 1410° 1310° 1310° 1210° 1,0.10°
pm (mg.I*h?) 2210° 3010 26.10° 5510 3310 1510° 1,310° 7,010° 4,010° 6,4.10"
S.e. /TYM/30/6  A(h) 5810° 1,010* 1010* 1,020* 1,010* 1810% 2210° 5510° 3810° 53.10°
A (mg.I'") 1,010° 1210° 99.10* 1,110° 1,010° 1,120° 1,1.10° 1,1.10° 1,1.10° 1,1.10°
pm (mg.I*h?)  6,7.10" 9110 2410° 1810° 7,9.10° 84.10° 3310° 3,010° 36.10° 4,7.10°
S.e. /TYM30/7  A(h) 6110° 1,1.10* 1,810" 4810° 1,0120* 9910° 6010° 6010° 6010°  6,0.10°
A (mg.I") 94.10° 16.10° 1,7.10° 1210° 1,210° 1610° 1,7.10° 1310° 1,310° 1,2.10°
pm (mgI'h?)  2610° 6710° 5610° 26100 27100 4810° 7810° 7410° 6110° 1,210
S.e. /TYM6/6  A(h) 3010 1110* 1810° 8910° 3710 36.10° 1410° 1,010* 1810" 1,210
A (mg.I™) 1,2.10>  1510° 1,310° 89.0" 8510° 1,6.10° 9510° 1,9.10° 23.10°  1,9.10°
pm (mg.I*h?)  3610°  4410° 5910 11100 7010 7110°  1510° 26.10° 3010° 7,4.10"
S.e. IPHE/6/6 A (h) 7010  9010° 1,1.10° 1210" 1,410° 9810° 1,7.10° 1310° 1,810° 1,3.10°
A (mg.I'™) 57.10° 8210° 4,110° 4810° 1010 9410° 6510° 5210° 63.10°  1,2.10°
pm (mg.I*h?) 15100 1610 1610° 7810° 1310° 1,6.10° 1,210" 6,9.10° 93.10° 1,0.10"
S.e. IPHE/6/5 A (h) 84.10° 1110" 1,020 1,010* 5010 7210* 9810° 1,010° 14.120° 21.10
A (mg.I'™) 33.10° 3510° 2510° 36.10° 23.10° 31.10° 49.10° 4210° 4210°  1,0.10°
pm (mg.I*h?) 15100 8510° 26.10° 1310 7210" 9010° 2110° 69.10° 1,910° 1,1.10"
S.e./PHE/30/5 A (h) 6310° 1,410° 6,010" 11100 1210° 9310* 7310° 1,010° 9810° 2,710




Tab. 3. Hodnota parametru A, u,, a A Staphylococcus epidermidis 21/2 a Staphylococcus hominis 20/2 (TYM, PHE).

NaCl (%) 0 1 2 3 6 0 1 2 3 6
Kmen/BA/teplota/pH AE/AN AE AE AE AE AE AN AN AN AN AN
A (mg.I") 88.10° 1310° 33.10° 1110° 14.10° 13103 1,6.10° 1,810° 2310° 35.10°
pm (mg.I*h?)  26.10° 5610° 4410 1310° 5210 15102 3,010° 1,6.10° 5210° 1,8.10°
S.h./TYM30/5  A(h) 1,810° 5010° 1410° 4710 300" 75100 1,010* 7310" 2810°  1,1.10°
A (mg.I'™) 15.10° 14.10° 16.10° 1410° 1,1.10° 14103 1,310° 16.10° 1,7.10° 15.10°
pm (mg.I*h?) 44100 4710° 5210 5210 51100 65102 6810° 5510°  4,0.10°  33.10"
S.h./TYM30/7 A (h) 7410°  7610° 1310 6910 7210° 78100 1,010 3310° 1,010* 5210
A (mg.I") 1410> 1510° 8510 1,1.10° 7,010" 15102 1210° 7,210 1,110°  7,3.10
pm (mg.I*h?)  6410° 1210° 1210° 2210° 1610° 16100 1,210° 66100 1,210°  4,0.10°
S.h./TYM6/5  A(h) 2010  1,010* 2110° 1,210° 3010° 34100 27.10° 1,010° 1,010*  1,7.10'
A (mg.I") 1,2.10*  1,3.10° 4,010° 1,410° 16.10° 12102 13.10° 29.10° 3,010° 2210
pm (mg.I*h?Y)  1510° 81100 4010° 6510 4610 66101 2710° 4010" 4310 47.10"
Sh./TYM6/7  A(h) 1,010* 1,110 1010* 1,010° 1210" 48101 1,010* 1,010* 1,010* 2910
A (mg.I") 1,210°  1110° 66.10"° 6,4.10° 3210° 15103 74.10° 66.10° 68.10° 14.10°
pm (mg.I*h?) 22100 1710 3110° 1,110 6210° 23101 1,210° 1,810" 1,7.10'  9,3.10"
S.h./PHE/30/7 A (h) 14100 1310" 9410 9710° 1410° 14101 1,010* 9810" 1,310" 66.10"
A (mg.IY) 1310° 1,610° 1510° 1,310° 1210° 14103 1510, 1,310° 1310° 1,210°
pm (mg.I*h?) 87100 8810° 6310° 4010° 2610° 75101 1,310° 79.10° 7,310° 1,3.10"
S.e. /TYM6/5 A (h) 64.10° 7310" 1,010° 1510° 16.10° 45100 5810° 4910 7,210  1,5.10°
A (mg.I'") 1,310° 1210° 1,1.10° 1,110° 1110° 14103 1310° 1,1.10° 1,110°  1,1.10°

pm (mg.I*h?) 87.10" 56.10° 2110 3110° 5110° 1,8102 3,7.10° 3,4.10° 1,810° 4,3.10"
S.e. /TYM12/7 A (h) 64.10° 5810° 4210° 5810° 8510° 66.200 56.10° 36.10° 7,010° 5110




Tab. 4. Hodnota parametru A, u,, a A Staphylococcus pasteuri 19/1(TYM, PHE).

NaCl (%) 0 1 2 3 6 0 1 2 3 6
Kmen/BA/teplota/pH AE/AN AE AE AE AE AE AN AN AN AN AN
A (mg.I'™) 1510° 1410° 1,310° 1,210° 1110° 14103 1,1.10° 1,310° 1,210° 1,0.10°
pm (mg.I*h?)  2210°  5210° 46.10° 1910° 1910° 37102 2810° 24.10° 3210° 6,6.10"
S.p./TYM/30/6 A (h) 4,010° 3310° 7510° 4810° 66.10° 73100 3810° 5310° 6810° 54.10°
A (mg.I'™) 4310  34.10° 1,210° 26.10° 1,1.10° 55102 3810° 1,810° 2,7.10°  1,1.10°
pm (mg.I*h?)  3810° 2110° 50100 2010° 55100 97100 1,210° 89.10" 69.10"° 50.10"
S.p./TYM6/6 A (h) 1,210° 8810" 1,010° 3010° 1110 16102 7310° 4710 16.10° 1,010
A (mg.I") 55.10° 4510° 31.10° 7510° 1,1.10° 11,0103 1,010° 3210° 9210° 1,3.10°
pm (mg.I*h?)  3210° 9210° 1110° 8010° 4010" 33100 34.10° 3510° 59.10° 1,4.10°
S.p./TYM/12/7 A (h) 3310 9110 1010° 96.10° 6510° 54101 6810° 7410" 1,110° 15.10°
A (mg.I") 16.10° 1410° 1810° 1,310° 7,710° 13103 1,3.10° 1,310° 1,1.10°  9,1.10°
pm (mg.J'h?Y) 15102 21.10°  1010° 1,310° 39.10° 42102 9210° 93.10" 2510° 2,7.10"
S.p./TYM/30/5 A (h) 1510° 2810° 1010° 2110° 76.10° 51100 94.10° 1010* 5210° 1,1.10"
A (mg.I'") 1,310° 1510° 1,6.10° 1,210° 88.10° 13103 1,210° 1310° 1110° 13.10°
pm (mg.I*h?)  2510°  1,010° 9810° 1910° 4110 16102 1,310° 80.10° 4510° 7,4.10"
S.p./TYM30/7  (h) 39.10° 1,710° 1,010° 4210° 4010° 17102 2210° 5510° 3810° 23.10°







